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Abstract (Deutsch)
Photosystem I (PSI) aus dem thermophilen Cyanobakterium Thermosynechococcus
elongatus ist ein transmembraner Protein-Pigment-Superkomplex der photosynthe-
tischen Elektronentransportkette. Er wandelt die Energie des Lichts in elektrische
Energie mit einer Quanteneffizienz von nahezu 100 % um. Dazu u¨bertra¨gt PSI Elek-
tronen von Plastocyanin bzw. Cytochrom c6 (Cyt c6) auf Ferredoxin. Die Struktur des
PSI wurde bereits 2001 mit einer Auflo¨sung von 2,5 A˚ beschrieben (Jordan et al. 2001).
Es la¨sst sich zur Generierung von Photostro¨men auf Elektrodenoberfla¨chen assemb-
lieren und zur Produktion von Biokraftstoffen mit Enzymen koppeln. Die elektrische
Kontaktierung des PSI mit Elektrodenoberfla¨chen kann durch Komplexierung mit dem
mitochondrialem Cytochrom c aus Pferdeherz (Cyt cHH) erho¨ht werden. Aufgrund
der Nutzbarkeit dieses Proteinkomplexes sollte gekla¨rt werden, wie PSI und Cyt cHH
wechselwirken und wie sich die Interaktion von der des nativen PSI-Cyt c6-Komplexes
unterscheidet. Deshalb lag der Fokus meiner Arbeit darauf, die Bindung des Cyt c6
und seines Analogons Cyt cHH an PSI mit kinetischen, kalorimetrischen, theoretischen
und strukturellen Methoden zu untersuchen.
Das Cyt c6 bindet im reduzierten Zustand an PSI und verringert nach erfolgtem Elek-
tronentransfer seine Affinita¨t. Das Cyt cHH bindet dagegen sowohl im reduzierten als
auch im oxidierten Zustand an PSI. Mit Hilfe der kinetischen Messungen habe ich
Bedingungen identifiziert, unter denen PSI mit dem jeweiligen Cytochrom c einen
stabilen Komplex eingeht. Mit Hilfe eines rigid-body dockings wurden potenzielle
Bindungsstellen der beiden Cytochrome berechnet. Fu¨r Cyt c6 ergab sich eine spezifi-
sche Bindungsstelle, die eine gute U¨bereinstimmung mit den von mir gemessenen Kine-
tiken sowie mit weiteren Literaturdaten zeigt. Diese Bindungsstelle korreliert mit der
vero¨ffentlichten Kostruktur des bakteriellen Reaktionszentrums mit Cyt c2 aus Rhodo-
bacter sphaeroides. Demgegenu¨ber sind mehrere Cyt cHH-Bindungsstellen gleichma¨ßig
u¨ber die luminale Seite von PSI verteilt. Trotz dieser vielen Bindungsstellen an PSI
konnten Kokristalle aus PSI mit Cyt cHH in einem 1 : 1-Verha¨ltnis hergestellt werden.
Die Kristallstruktur wurde mit einer Auflo¨sung von 3,4 A˚ gelo¨st, jedoch konnte keine
Elektronendichte des Cyt cHH nachgewiesen werden. Um den PSI-Cyt c6-Komplex zu
verifizieren, wurde eine Kryoelektronenmikroskopie(Kryo-EM)-Struktur analysiert. Die
Kryo-EM-Struktur wurde mit einer Auflo¨sung von 2,9 A˚ gelo¨st. Das Cyt c6 ist zwar
nicht eindeutig in der Dichte zu sehen, dennoch konnte ein luminal an PSI gebundenes
Protein in der 3-D-Klassifizierung der Partikel nachgewiesen werden. Mit der Kryo-
EM-Struktur wurden die flexible PSI-Untereinheit PsaK und fu¨nf zuzu¨gliche Kofak-
toren gelo¨st. Zur Analyse des Elektronentransfers wurden in meiner Arbeit Datensa¨tze
von PSI ohne Cytochrom c mit der seriellen Femtosekunden-Kristallografie (SFX)
aufgenommen. Die Auflo¨sungen betrugen 2,75 A˚ (oxidiert), 3,4 A˚ (reduziert, dunke-
ladaptiert) und 3,4 A˚ (100 ns nach Belichtung), und es wurde ein fu¨r SFX-Messungen
geeignetes Protokoll zur Kokristallisation von PSI mit Cyt cHH angefertigt. Die Unter-
schiede der gemessenen Strukturen werden bezu¨glich ihrer Funktionen diskutiert.
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Abstract (English)
Photosystem I (PSI) from the thermophilic cyanobacterium Thermosynechococcus
elongatus is a membrane-bound, multipigment protein supercomplex. It converts light
to electrochemical energy with a quantum efficiency of almost 100 %. It reduces the
luminal proteins plastocyanin and cytochrome c6 (Cyt c6) to oxidize the stromal
protein Ferredoxin. The structure of PSI has been solved in 2001 at a resolution of
2,5 A˚ (Jordan et al. 2001). PSI can be assembled on an electrode surface to produce
photocurrents and the generated electrons can be used for the production of biofuels.
The mitochondrial cytochrome c from horse heart (Cyt cHH) binds strongly to both,
PSI and the electrode surface, and can therefore be applied to improve the electrical
coupling. Due to the practical use of the PSI-Cyt c complex, the aim of my thesis is
to characterize the interaction of PSI with Cyt c6 and the analog Cyt cHH. To this
end, the binding of both cytochromes to PSI was analyzed by kinetic, calorimetric,
theory-based and structural methods.
Cyt c6 binds to PSI while being reduced and decreases its affinity after transferring
its electron. In contrast, Cyt cHH binds to PSI in both oxidation states, reduced and
oxidized, with identical affinity. By means of kinetic measurements, I identified condi-
tions in which PSI forms a stable complex with either of the two cytochromes. The posi-
tions of the cytochrome binding sites at PSI were calculated by a rigid-body docking.
For the calculation with Cyt c6, the majority of the potential binding sites are located
at the luminal side of PSI, close to P700. The theoretic properties of one of these binding
sites are in good agreement with my own kinetic measurements and literature data.
The position and orientation of Cyt c6 in this theoretic binding site is almost iden-
tical to the localization of Cyt c2 in cocrystals with the bacterial reaction center from
Rhodobacter sphaeroides. The potential Cyt cHH binding sites are uniformly distri-
buted over the luminal surface of PSI. Still, cocrystals consisting of PSI and Cyt cHH
in a 1 : 1 ratio were produced. The crystal structure was solved to a resolution of 3,4 A˚,
however, no electron density corresponding to Cyt cHH was found. To verify the PSI-
Cyt c6 complex, the two proteins were crosslinked and the structure was solved by
cryo electron microscopy (cryo-EM) to a resolution of 2,9 A˚. No density corresponding
to Cyt c6 is present in the cryo-EM reconstruction, but masked classification revealed
3D classes containing additional density at the luminal surface of PSI. The cryo-EM
structure reveals density of five additional cofactors and the flexible subunit PsaK. For
the analysis of electron transport processes, serial femtosecond crystallography (SFX)
was used. Datasets were measured for PSI crystals without cytochromes at resolutions
of 2,75 A˚ (oxidized), 3,4 A˚ (reduced, dark adapted) and 3,4 A˚ (100 ns after light flash).
Additionally, a protocol for the production of PSI-Cyt cHH cocrystals, suitable for the
measurement by the SFX-method, was designed. With the crystal structure, the cryo-
EM-structure and the SFX-structure, three high resolution structures from the same
PSI-protein are now available. The differences between these structures are discussed
in respect to their influence on the function of PSI.
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In der Schule lernen wir, dass die Luft, die wir atmen, aus 78 % Stickstoff, 21 % Sauer-
stoff, 1 % Argon und 0,04 % Kohlenstoffdioxid besteht. Doch vor 2,4 Milliarden Jahren
gab es fast keinen Sauerstoff in der Erdatmospha¨re. Mit Erscheinen der Cyanobakterien
stieg die Sauerstoffkonzentration drastisch an und das Leben, wie wir es heute kennen,
konnte entstehen. Heute sind Cyanobakterien eine große Gruppe mit 300 Gattungen
und mehr als 4000 isolierten Sta¨mmen (Shestakov und Karbysheva 2017; Maidak et al.
2001). Besonders bekannt sind Synechocystis sp. PCC 6803, welches sich durch eine
natu¨rliche Kompetenz fu¨r gentechnische Modifikationen eignet, und die Gattungen
Prochlorococcus und Synechococcus, welche mit 1026 bis 1027 Zellen die bedeutsamsten
Prima¨rproduzenten der Erde sind (Flombaum et al. 2013). Diese Arbeit bescha¨ftigt
sich mit einem Protein aus Thermosynechococcus elongatus BP-1 (T. elongatus), einem
Cyanobakterium, das aus einer heißen Quelle in Beppu, Japan, isoliert wurde (Yamaoka
et al. 1978). Entgegen seinem Gattungsnamen handelt es sich hierbei nicht um eine
Kokke, sondern um ein Sta¨bchen, daher der Zusatz
”
elongatus“. Bis 2001 wurde
T. elongatus in der Literatur als
”
thermophiler Synechococcus elongatus“ bezeichnet,
wobei der Hinweis auf seine Thermophilie ihn eindeutig von seinen vielen mesophilen
Namensvettern wie Synechococcus elongatus PCC 7942 abgrenzte. Sein Genom wurde
2002 vollsta¨ndig sequenziert. Er verfu¨gt u¨ber ein zirkula¨res, 2,6 Megabasenpaare langes
Chromosom und keine Plasmide (Nakamura et al. 2002). Mit Hilfe von Elektropora-
tion kann genetisches Material in die Zelle eingeschleust und ins Chromosom eingebaut
werden (Nakamura et al. 2002).
1.2 Photosynthese
In der oxygenen Photosynthese werden Sauerstoff und Kohlenhydrate gebildet und
Kohlenstoffdioxid verbraucht.
12 H2O + 6 CO2 6 O2 + C6H12O6 + 6 H2O
Man unterscheidet hierbei zwei Teilreaktionen, die in getrennten Kompartimenten
erfolgen. In der Thylakoidmembran erfolgt die Lichtreaktion, in der Wasser zu Sauer-
stoff oxidiert wird. Durch die Oxidation des Wassers kann Nicotinsa¨ureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADP+) zu Dihydronicotinsa¨ureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH) reduziert werden. Hierbei wird Adenosindiphosphat (ADP) mit
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anorganischem Phosphat (Pi) zu Adenosintriphosphat (ATP) kondensiert. Die zweite
Teilreaktion ist der Calvin-Benson-Zyklus, auch Dunkelreaktion genannt. Sie findet im
Stroma der Chloroplasten bzw. in Carboxysomen im Cytoplasma der Cyanobakterien
statt. Das NADPH und ATP, die in der Lichtreaktion gewonnen wurden, werden nun
genutzt, um Kohlenstoffdioxid zu Kohlenhydraten zu reduzieren.
1.2.1 Die photosynthetische Elektronentransportkette
An diesen beiden Reaktionen ist eine große Anzahl von Proteinen beteiligt, die in
Abbildung 1.1 dargestellt sind. Nach Belichtung gelangt Anregungsenergie u¨ber die
Phycobilisomen (in Cyanobakterien und Rotalgen, PBS) bzw. Lichtsammelkomplex II
(in Pflanzen und Gru¨nalgen, LHCII) zu Photosystem II (PSII). PSII oxidiert daraufhin
Wasser am Wasser oxidierenden Komplex (WOC) zu Sauerstoff und u¨bertra¨gt die
vier Elektronen (e–) sukzessiv u¨ber eine Elektronentransportkette auf den Kofaktor
QB, ein an der cytoplasmatischen Seite von PSII gebundenes Plastochinon (PQ).
Dieses PQ nimmt zwei Elektronen und zwei Protonen (H+) auf und diffundiert als
Plastohydrochinol (PQH2) in die Thylakoidmembran. Ein ungebundenes PQ-Moleku¨l
kann daraufhin in der QB-Bindungstasche binden und die restlichen zwei Elektronen
aufnehmen. Das PQH2 bindet an der luminalen Seite des Cytochrom b6/f -Komplexes
(Cyt b6/f ) und wird durch einen luminalen Eisenschwefelcluster sowie ein Ha¨m b
oxidiert. Die beiden Protonen des PQH2 werden dabei auf der luminalen Seite der
Thylakoidmembran abgegeben, von den Elektronen gelangt jedoch nur eines an lumi-
nale Kofaktoren. Das andere Elektron wird erneut auf ein cytoplasmatisches PQ
u¨bertragen, das an der cytoplasmatischen Seite Protonen aufnimmt und anschließend
als PQH2 an der luminalen Seite des Cytochrom b6/f -Komplexes abgibt. Durch diesen
sogenannten Q-Zyklus werden zwei Protonen pro Elektron von der cytoplasmatischen
auf die luminale Seite u¨bertragen. Die luminalen Kofaktoren des Cytochrom b6/f -
Komplexes reduzieren die lo¨slichen Proteine Cytochrom c6 (Cyt c6) oder Plastocyanin
(Pc). Cyt c6 und Pc haben nahezu identische Redoxpotenziale und erfu¨llen die gleiche
Funktion: den Elektronentransport vom Cytochrom b6/f -Komplex auf Photosystem
I (PSI). Wie in PSII wird auch in PSI das Elektron lichtabha¨ngig u¨ber eine Elektro-
nentransportkette auf die cytoplasmatische Seite transportiert. Dort wird das an PSI
gebundene Ferredoxin (Fd) oder Flavodoxin reduziert, woraufhin es sich von PSI lo¨st
und an die Ferredoxin-NADP+-Oxidoreduktase (FNR) bindet. Die FNR verfu¨gt u¨ber
einen Flavin-Adenin-Dinukleotid(FAD)-Kofaktor, welcher durch das Elektron vom Fd
zu einem Semichinon reduziert wird. Durch ein weiteres reduziertes Ferredoxin wird
der Kofaktor zu einem FADH2-Chinol reduziert. Die FNR verfu¨gt somit u¨ber zwei
Elektronen, die sie zur Reduktion von NADP+ zu NADPH nutzt. Die Redoxkette von
der Oxidation des Wassers zur Reduktion von NADP+ bezeichnet man als linearen
Elektronentransport. Alternativ kann u¨ber Ferredoxin auch ein zyklischer Elektronen-
transport stattfinden. Hierbei bindet Ferredoxin an den photosynthetischen Komplex
I (NAD(P)H Dehydrogenase-like complex 1, NDH-1) und reduziert PQ zu PQH2
(Schuller et al. 2019; Laughlin et al. 2019). Die Redoxkette la¨uft somit erneut u¨ber den
Cytochrom b6/f -Komplex, Cyt c6/Pc, PSI und zuru¨ck zu Ferredoxin. Neben NDH-
1 kann der zyklische Elektronentransport auch u¨ber das proton-gradient-regulation-
System PGR5/PGRL1 erfolgen (Strand und Kramer 2014). PGR5/PGRL1 scheint in
Cyanobakterien eine untergeordnete Rolle zu spielen (Allahverdiyeva et al. 2013). Durch
den zyklischen Elektronentransport gelangen weitere Protonen in das Thylakoidlumen.
Der Protonengradient wird von der ATP-Synthase genutzt, um aus ADP mit anorgani-
schem Phosphat ATP zu bilden. Die Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase
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(RuBisCO) nutzt das in der Lichtreaktion produzierte NADPH und ATP, um CO2 zu
reduzieren. In Cyanobakterien ist die RuBisCO in den Carboxysomen, in denen CO2
angereichert wird, lokalisiert.
1.2.2 Lokalisation der Proteine
Wie in Abbildung 1.1 zu erkennen ist, ist die Mehrheit der photosynthetisch aktiven
Proteine in und an der Thylakoidmembran lokalisiert. Die Thylakoidmembran
grenzt das Thylakoidlumen vom Cytoplasma (in Cyanobakterien) oder dem Stroma
(in Chloroplasten) ab. Das Thylakoidlumen ist ein durchga¨ngiger, 4,7 bis 9,2 nm
hoher Reaktionsraum (Kirchhoff et al. 2011). In den Chloroplasten der Pflanzen und
Gru¨nalgen sind die Thylakoidmembranen in zwei Reaktionsra¨ume geteilt: die Grana
und die Lamellen. In den Grana sind die Membranen u¨bereinandergestapelt. Dort
befindet sich PSII, das als Dimer (core complex, C2) mit zwei stark gebundenen (S2)
und zwei mittelstark gebundenen (M2) LHCII-Trimeren einen C2S2M2-Superkomplex
bildet. Die stromale Oberfla¨che dieses Superkomplexes kann an die stromalen
Oberfla¨chen anderer C2S2M2-Superkomplexe binden (Chow et al. 1991). Ferner
schirmen zweiwertige Kationen im Stroma negative Ladungen der Membranlipide
ab (Staehelin 1976). Dies fu¨hrt zu einer Interaktion der cytoplasmatischen Seite der
Thylakoidmembranen und schlussendlich zur Bildung von Grana. In den Lamellen
befinden sich PSI und die ATP-Synthase. PSI und PSII sind also ra¨umlich voneinander
getrennt. Der Cytochrom b6/f -Komplex ist sowohl in Grana als auch in Lamellen
anzutreffen. In Cyanobakterien liegt die Thylakoidmembran in mehreren lockeren
Schichten entlang der Cytoplasmamembran. Die Thylakoidmembranen bilden hier
keine Grana aus, aber dennoch gibt es eine ra¨umliche Trennung der Proteinkomplexe
(Casella et al. 2017). Die ra¨umliche Trennung in Cyanobakterien ist abha¨ngig von
der jeweiligen Gattung; so sind in Synechococcus elongatus PCC 7942 PSI und ATP-
Synthase in den peripheren Thylakoidmembranen lokalisiert, wa¨hrend in Synechocystis
sp. PCC 6803 PSII in den peripheren Thylakoidmembranen lokalisiert ist (Sherman
et al. 1994; Vermaas et al. 2008). Die Proteine ko¨nnen in der Membran geordnete
Strukturen ausbilden. Es ko¨nnen Bereiche der Thylakoidmembran identifiziert werden,
in denen PSI in einer semikristallinen Anordnung vorliegt (MacGregor-Chatwin et al.
2017; MacGregor-Chatwin et al. 2019). Ebenso ko¨nnen Bereiche nachgewiesen werden,
in denen PSII semikristallin vorliegt (Folea et al. 2008). Die ra¨umliche Trennung von
PSI und PSII ist in Cyanobakterien allerdings nicht so pra¨sent wie in Chloroplasten;
so wurden in vielen Arbeiten beide Proteine im selben Membranabschnitt identifiziert

















Abbildung 1.1: Photosynthese in Cyanobakterien. Rote Pfeile zeigen die vorliegenden Redoxreaktionen, blaue Pfeile zeigen sonstige Reaktionen.
An den Reaktionen beteiligte Enzyme und Mediatoren sind mit ihren Abku¨rzungen gru¨n beschriftet. Die Abku¨rzungen sind im Fließtext und im
Abku¨rzungsverzeichnis ausgeschrieben. Die Sto¨chiometrie der Mediatoren, Elektronen und Protonen bezieht sich auf die Produktion von einem Moleku¨l
Sauerstoff. Da das Verha¨ltnis von linearem zu zyklischem Elektronentransport variabel ist, ist keine Sto¨chiometrie fu¨r NDH-1 und ATP angegeben. Die
Proteinkomplexe wurden mit PyMOL und Chimera (Schro¨dinger, LLC 2015; Pettersen et al. 2004) mit folgenden Strukturen erstellt: PBS: EMDB 6769
(gezeigt ist ein La¨ngsschnitt durch das Protein in verkleinerter Darstellung), PSII: PDB 4pj0, Cyt b6/f : PDB 4h44, Cyt c6: PDB 1c6s, Pc: PDB 1jxd, PSI
mit Fd: PDB 5zf0, FNR: PDB 2b5o, NDH-1: PDB 6hum, ATP-Synthase: PDB 6rd4, RuBisCO: PDB 6hbc.
1.2. PHOTOSYNTHESE 5
Eine ra¨umliche Trennung zwischen den beiden Photosystemen erfolgt deshalb, da
ansonsten die Anregungsenergie von PSII auf PSI u¨bergehen wu¨rde. Man bezeichnet
diesen Effekt als exciton spilling (Trissl und Wilhelm 1993). Andererseits ist es sinn-
voll, die aufeinanderfolgenden Komplexe der Elektronentransportkette in ra¨umliche
Na¨he zu bringen. In Abbildung 1.1 wurden die Proteinkomplexe gema¨ß bekannten
Assoziationen dargestellt. PBS bzw. LHCII sind an PSII gebunden und ko¨nnen somit
die Anregungsenergie auf PSII u¨bertragen. Das Cytochrom b6/f -Komplex-Dimer ist
direkt an PSI gebunden, weshalb Cyt c6 und Pc nicht u¨ber lange Strecken diffundieren
mu¨ssen (Yadav et al. 2017). Fd bindet im oxidierten Zustand mit hoher Affinita¨t an
PSI und lo¨st sich erst, wenn es reduziert wurde. Die Bindung von Fd an PSI konnte
bereits u¨ber eine Kokristallstruktur gelo¨st werden (Kubota-Kawai et al. 2018). FNR
ist ebenfalls an PSI gebunden (Marco et al. 2019), Fd muss daher nicht durch das
großlumige Stroma oder Cytoplasma diffundieren. Durch die Bindung von NDH-1
an PSI kann ebenfalls eine schnelle Diffusion des Fd zum Zielprotein gewa¨hrleistet
werden (Yadav et al. 2017). Diese Assoziationen sind jedoch nicht statisch, sondern
ko¨nnen je nach Wachstumsbedingungen adaptiert werden. Eine bekannte Adaption ist
der Zustandsu¨bergang (state transition) der Lichtsammelkomplexe. Liegen viele PQ-
Moleku¨le im reduzierten Zustand vor, so wird LHCII phosphoryliert und bindet an
PSI (Pan et al. 2018). Auch die PBS der Cyanobakterien und Rotalgen ko¨nnen an PSI
binden (Kanˇa et al. 2012; Kanˇa et al. 2014).
1.2.3 Cytochrom c6 und Plastocyanin
In pflanzlichen Chloroplasten ist das kupferhaltige Protein Pc der Elektronendonor
des PSI. Eukaryotische Algen und Cyanobakterien verfu¨gen neben Pc auch u¨ber das
Protein Cyt c6, dessen redoxaktiver Kofaktor eine eisenhaltige Ha¨m c-Gruppe ist. In
der Literatur findet sich fu¨r Cyt c6 auch die Bezeichnung Cyt c553, da es im reduzierten
Zustand eine Absorption bei 553 nm aufweisen. Die Expression der beiden Proteine wird
u¨ber die Verfu¨gbarkeit von Kupfer reguliert (Merchant et al. 1991). Das Genom von
T. elongatus entha¨lt kein Gen fu¨r Pc, daher ist Cyt c6 der einzige PSI-Elektronendonor
in diesem Cyanobakterium (Nakamura et al. 2002).
Cytochrom c-Proteine ko¨nnen Redoxenzyme mit einer katalytischen Aktivita¨t sein
oder Redoxmediatoren, die Elektronen zwischen zwei Proteinen transferieren. Cyto-
chrom c-Redoxmediatoren wie Cyt c6 sind weit verbreitet und geho¨ren zur Klasse I
der Cytochrom c-Proteine. Sie kommen in allen Organismen, vom einzelligen Bakte-
rium bis hin zum Menschen, vor. Neben PSI ko¨nnen sie auch Enzyme wie den
Komplex IV (Cytochrom c-Oxidase) der Atmungskette oder die Nitritreduktase der
im Boden lebenden Pseudomonaden reduzieren. Es handelt sich meist um lo¨sliche
Proteine, die aus einer einzigen Doma¨ne bestehen. Eine Ausnahme stellen die extrazel-
lularen Cytochrome der grampositiven Bakterien dar, die u¨ber einen Membrananker
mit der Cytoplasmamembran verbunden sind (Bertini et al. 2006). In Abbildung 1.2
ist Cyt c6 aus T. elongatus neben dem Cyt c2 aus dem Purpurbakterium Rhodo-
bacter sphaeroides und einem mitochondrialen Cytochrom c aus Pferdeherz (horse
heart, Cyt cHH) dargestellt. Im Verlauf der Evolution divergierten die Cytochrome,
sodass sie heute nur noch u¨ber eine geringe Sequenzidentita¨t verfu¨gen. Bereits inner-
halb der Cyanobakterien sind nur wenige Aminosa¨ureseitenketten an der Oberfla¨che
der Proteine vergleichbar (Herva´s et al. 2005). In Abbildung 1.2 la¨sst sich jedoch
erkennen, dass drei α-Helices in allen Cytochromen konserviert sind. Ferner ist die
Bindungstasche der Ha¨m-Gruppe hoch konserviert. Die Ha¨m c-Gruppe besteht aus
einem hydrophoben Porphyrinring, der ein zentrales Eisenion ligiert. Der Porphyrin-
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Abbildung 1.2: Vergleich von Cytochromen und Plastocyaninen. Dargestellt sind eine
Ha¨m c-Gruppe (links), drei Cytochrom c- (Mitte) und zwei Pc-Proteine (rechts). An der
Ha¨m-Gruppe sind die Thioetherbindungen zu den beiden Cysteinen (gelbe Atome), sowie
der wasser-exponierte Bereich (gestrichelte Ellipse) kenntlich gemacht. Die Proteine sind
von links nach rechts Cyt c6 von T. elongatus (PDB-Code: 1c6s, Beißinger et al. 1998),
Cyt c2 von Rhodobacter sphaeroides (PDB-Code: 1c2n, Cordier et al. 1998), Cyt cHH aus
Pferdeherz (PDB-Code: 1hrc, Bushnell et al. 1990) und Plastocyanin aus Synechocystis sp.
(hellblau, PDB-Code: 1jxd,Bertini et al. 2001) sowie aus Spinat (grau, PDB-Code: 1ag6, Xue
et al. 1998). Die Strukturen der beiden Plastocyanine wurden u¨bereinander gelegt, um zu
verdeutlichen, dass sie nahezu identisch sind. Die Ha¨m-Gruppe ist in rot und das Kupfer
in orange hervorgehoben. Die Kofaktoren werden u¨ber Cysteine (gelb) Histidine (blau) und
Methionin (orange) koordiniert. Die drei konservierten α-Helices der Cytochrome sind mit
Pfeilen markiert.
ring ist mit zwei Propionsa¨uregruppen derivatisiert, die ihm eine negative Ladung
verleihen (Kaszuba et al. 2013). Das zentrale Eisen wird u¨ber ein Methionin und ein
Histidin ligiert. Außerdem sind zwei Cysteine u¨ber kovalente Thioether an die Ha¨m c-
Gruppe gebunden. Die beiden Cysteine und das Histidin sind in einem Cys-X-X-Cys-
His-Sequenzmotiv konserviert. Neben diesen konservierten Aminosa¨ureseitenketten ist
die Bindungstasche u¨berwiegend hydrophob. Zusammen mit einem wasserexponiertem
Bereich der Ha¨m c-Gruppe bildet die Bindungstasche eine hydrophobe Oberfla¨che aus.
Die Oberfla¨che, die an die Ha¨m c-Gruppe angrenzt, wird als northern face bezeichnet.
Pc wird ausschließlich fu¨r den Elektronentransport vom Cytochrom b6/f -Komplex zu
PSI genutzt. Seine Struktur ist daher sta¨rker konserviert als die des Cytochrom c. Das
Proteinru¨ckgrat ist zwischen cyanobakteriellem und pflanzlichem Pc nahezu identisch
(Abbildung 1.2, rechts). Es besteht aus einer β-Fass-Struktur mit acht β-Faltbla¨ttern
und einer α-Helix. Das redoxaktive Kupfer wird in einer tetrahedralen Anordnung von
zwei Histidinen, einem Cystein und einem Methionin koordiniert. Bei dieser Art der
Koordinierung spricht man von einem Typ-1-Kupferprotein (Herva´s et al. 2003). Wie
auch Cyt c6 bildet Pc einen hydrophoben Bereich an der als northern face bezeichneten
Oberfla¨che aus.
1.3 Photosystem I
PSI oxidiert Cyt c6 oder Pc und reduziert mit Hilfe von Anregungsenergie Fd oder
Flavodoxin. Es ist damit eines der beiden Reaktionszentren (RC) der oxygenen Photo-
synthese. Der terminale Elektronenakzeptor des PSI ist ein Eisen-Schwefel-Zentrum,
somit ist PSI ein Typ-I-Reaktionszentrum. Demgegenu¨ber za¨hlt PSII durch seinen
terminalen Elektronenakzeptor, Plastochinon, zu den Typ-II-RC. Neben PSI und PSII
existieren auch bakterielle RC (bRC) vom Typ-I und Typ-II. Diese vier RC sind
evolutiv bereits sehr fru¨h divergiert, weshalb sie eine sehr geringe Sequenzhomologie
haben. Sie alle bestehen jedoch aus zwei zentralen Untereinheiten, welche jeweils fu¨nf
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Abbildung 1.3: Trimeres PSI aus T. elongatus (links und Mitte) und monomeres PSI aus
Mais (rechts). Die drei Monomere des links dargestellten cyanobakteriellen PSI-Trimers sind
unterschiedlich hervorgehoben: ein Monomer ist mitsamt allen Kofaktoren gezeigt (Monomer
links oben), in einem zweiten Monomer sind ausschließlich die Chlorophylle (gru¨n), Caroti-
noide (orange) und Eisen-Schwefel-Zentren (orange-gelbe Kugeln) gezeigt (Monomer rechts
oben) und im dritten Monomer wurden die zwo¨lf Untereinheiten farblich abgetrennt (unten).
Die Untereinheiten des pflanzlichen PSI sind nach dem gleichen Farbschema dargestellt.
Zuzu¨glich sind LHCI (rot) und LHCII (lila) gezeigt. Links und rechts sind die cytoplasma-
tische Ansicht, und in der Mitte ist eine Ansicht aus der Membranebene (hierbei sind die
Transmembranhelices gut zu erkennen). Es wurden die PDB-Strukturen 1jb0 (Jordan et al.
2001) und 5zji (Pan et al. 2018) verwendet.
konservierte Transmembranhelices beinhalten. Zwischen diesen Helices befinden sich
die Kofaktoren der Ladungstrennung und der Elektronentransportkette (Fischer et al.
2016).
1.3.1 Aufbau des Photosystems I
Neben der Grundstruktur der Elektronentransportkette besteht PSI aus vielen weiteren
Untereinheiten. Es ist ein membranintegraler Proteinkomplex, dessen Monomer eine
Masse von etwa 350 kDa bis 500 kDa hat. Das eukaryotische PSI liegt stets als Monomer
vor (Kourˇil et al. 2005; Gardian et al. 2007). Cyanobakterielles PSI liegt dagegen als
Mono-, Di-, Tri- oder gar Tetramer vor. Die ha¨ufigste Organisationsform ist das
Trimer (Abbildung 1.3), z. B. in T. elongatus , Synechocystis sp. und Synechococcus
elongatus. In intakten Membranen aller Cyanobakterien, die trimeres PSI (PSItri)
ausbilden, ist in geringeren Mengen auch monomeres PSI (PSImono) zu finden. Das
PSItri : PSImono-Verha¨ltnis ist abha¨ngig von Wachstumsbedingungen wie der Lichtin-
tensita¨t und Temperatur (Majeed et al. 2012; K¦lodawska et al. 2014). In Heterozysten
bildenden Cyanobakterien ist die ha¨ufigste Organisationsform des PSI dagegen ein
Dimer (Li et al. 2019). Diese Dimere ko¨nnen zu Tetrameren oligomerisieren (Watanabe
et al. 2010; Li et al. 2019). Bisher ist noch nicht gekla¨rt, wieso PSI in unterschiedli-
chen Oligomerisationsformen vorliegt. Ein Vorteil der ho¨heren Oligomerisationsformen
ist der Austausch der Anregungsenergie von einem Monomer zu einem benachbarten
Monomer, wie er bereits fu¨r das Trimer von T. elongatus gemessen wurde (Baker et al.
2014). Ein PSI-Monomer besteht aus bis zu 14 Transmembranuntereinheiten und drei
cytoplasmatischen (bzw. stromalen) Untereinheiten. In Eukaryoten findet sich auch
eine luminale Untereinheit. Vorkommen und Lokalisation der Untereinheiten sind in
Tabelle 1.1 zusammengefasst. Etwa ein Viertel der Masse des Proteins sind Kofak-
toren; in der Kristallstruktur von T. elongatus sind 96 Chlorophyll a-Moleku¨le, 22
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Tabelle 1.1: Untereinheiten des Photosystems I.
1in Rotalgen, 2in Pflanzen, 3in Gru¨nalgen, 4neigt dazu, von PSI zu dissoziieren
Untereinheit Cyanobakterien Eukaryoten Lokalisation
PsaA X X transmembran mit luminalen Schleifen
PsaB X X transmembran mit luminalen Schleifen
PsaC X X cytoplasmatisch (stromal)
PsaD X X cytoplasmatisch (stromal)
PsaE X X cytoplasmatisch (stromal)
PsaF X X transmembran mit luminalen Helices
PsaG 5 X transmembran
PsaH 5 X transmembran mit stromaler Schleife
PsaI X X transmembran
PsaJ X X transmembran
PsaK X X transmembran
PsaL X X transmembran
PsaM X X1 transmembran
PsaN 5 X2,4 luminal mit membransta¨ndiger Schleife
PsaO 5 X4 transmembran
PsaR 5 (X)4 transmembran
PsaX X 5 transmembran
Lhca1–4 5 X transmembran
Lhca5–9 5 X3,4 transmembran
Carotinoide, zwei Phyllochinone, drei Eisen-Schwefel-Zentren ([4Fe-4S]-Zentren), vier
Lipide und ein Calziumion beschrieben.
PsaA und PsaB sind die gro¨ßten Untereinheiten von PSI. Die beiden Unterein-
heiten sind aus einem gemeinsamen Vorga¨ngerprotein durch Genduplikation hervorge-
gangen. Die Strukturen sind sehr a¨hnlich, weshalb zwischen den beiden Untereinheiten
eine pseudosymmetrische C2-Rotationsachse angelegt werden kann. Sie haben jeweils
eine Proteinmasse von 83 kDa und laufen in der SDS-PAGE bei etwa 60 kDa. Sie sind
membransta¨ndig mit elf Transmembranhelices. Hier sind die meisten Kofaktoren zu
finden. Beide Untereinheiten beinhalten zusammen u¨ber etwa zwo¨lf Lipide (da diese
schwer zu bestimmen sind, kann die tatsa¨chliche Anzahl abweichen), 80 bis 86 Chlo-
rophyll a-Moleku¨le, ein C13-Epimer des Chlorophylls a (Chlorophyll a ′), 12 bis 14
Carotinoide, zwei Phyllochinone (PQN) und ein [4Fe-4S]-Zentrum (FX). Diese Kofak-
toren bilden den transmembranen Teil der Elektronentransportkette (ETC) sowie einen
Großteil der Antennenpigmente aus. PsaA und PsaB bilden luminal eine hydrophobe
Oberfla¨che aus, an die Pc und Cyt c6 binden und ihre Elektronen u¨bertragen ko¨nnen.
Zwei weitere Kofaktoren der ETC, die [4Fe-4S]-Zentren FA und FB, sind in PsaC loka-
lisiert. PsaC, PsaD und PsaE sind die drei cytoplasmatischen Untereinheiten von
PSI. Sie bilden die Ferredoxin-Bindungsstelle aus (Kubota-Kawai et al. 2018).
Ebenfalls fu¨r die ETC von Bedeutung ist PsaF. Diese Transmembranuntereinheit
liegt an der Außenseite des trimeren PSI und verfu¨gt u¨ber zwei N-terminale, luminale
Helices. In eukaryotischem PSI verfu¨gen die luminalen Helices u¨ber mehrere positiv
geladene Lysine, die mit einer negativ geladenen Oberfla¨che von Pc und Cyt c6 inter-
agieren ko¨nnen (Suga et al. 2019). PsaF bildet somit eine zweite Bindungsstelle fu¨r Pc
und Cyt c6 aus, die in Abschnitt 1.3.3 u¨ber ihre kinetischen Eigenschaften beschrieben
wird. Demgegenu¨ber sind die beiden N-terminalen Helices von cyanobakteriellem PsaF
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verku¨rzt, weshalb dieses keine Bindungsstelle fu¨r Pc ausbilden kann (Hatanaka et al.
1993). Die Deletion der Untereinheit hat keinen Einfluss auf das Wachstum von Cyano-
bakterien unter Standardwachstumsbedingungen (Chitnis et al. 1991). Die in Pflanzen
vorkommende luminale Untereinheit PsaN ist ebenfalls am Elektronentransfer betei-
ligt (Haldrup et al. 1999). Der Mechanismus ist jedoch noch unbekannt. Eine weitere
Funktion des PsaF ist seine Interaktion mit assoziierten Proteinen. PsaF verfu¨gt u¨ber
ein bis zwei Chlorophyll a-Moleku¨le und ein bis zwei Carotinoide. Zusammen mit der
randsta¨ndigen Untereinheit PsaJ (zwei bis drei Chlorophyll a-Moleku¨le und zwei bis
drei Carotinoide) und der luminalen Untereinheit PsaN (nur in Pflanzen, zwei Chloro-
phyll a-Moleku¨le) verfu¨gt es u¨ber drei (in T. elongatus) bis sieben (in Pflanzen) Chloro-
phylle und vier Carotinoide. U¨ber diese Kofaktoren kann Anregungsenergie vom Licht-
sammelkomplex I (LHCI) zum eukaryotischen PSI u¨bertragen werden. LHCI existiert
nicht in Cyanobakterien, stattdessen ko¨nnen PsaF und PsaJ andere Proteine wie das
chlorophyllhaltige Transmembranprotein IsiA (iron-stress-induced protein A) binden
(Toporik et al. 2019). PsaF ist zwar die zentrale Untereinheit fu¨r die Bindung von Pc
und die Assoziation mit Transmembranproteinen, fu¨hrt aber keine der beiden Funk-
tionen allein aus. Dies kann gut daran veranschaulicht werden, dass das psaF -Gen in
Cyanophagen immer mit psaJ zu einem gemeinsamen psaJF fusioniert ist (Sharon
et al. 2009; Sharon et al. 2011). Zwar gibt es auch Cyanophagen mit psaJ -Genen ohne
ein psaF -Gen, aber eine Funktion von PsaJ ohne PsaF ist derzeit nicht bekannt. PsaJ
wird in der Literatur als Stabilisator von PsaF bezeichnet (Jensen et al. 2007).
Auch PsaK und PsaG interagieren mit benachbarten Proteinen. Das psaG-Gen ist
evolutiv durch Genduplikation des psaK -Gens entstanden (Kjaerulff et al. 1993). Einige
Cyanobakterien verfu¨gen u¨ber mehrere psaK -Gene, die abha¨ngig von den Umweltbe-
dingungen exprimiert werden. Dies fu¨hrt dazu, dass in unterschiedlichen Strukturen
von PSI desselben Organismus unterschiedliche PsaK-Untereinheiten vorliegen ko¨nnen,
z. B. wurde fu¨r die Kristallstruktur von Synechocystis sp. (PDB-Code: 5oy0) psaK1 und
fu¨r die elektronenmikroskopische Struktur von PSI mit IsiA (PDB-Code: 6nwa) psaK2
exprimiert. T. elongatus besitzt nur ein psaK -Gen. PsaG und PsaK sind wie PsaB
und PsaA gema¨ß einer Pseudo-C2-Symmetrie an der Außenseite der beiden großen
Untereinheiten lokalisiert (Abbildung 1.3, rechts). Durch die Rotationssymmetrie ist
PsaG na¨her an LHCI als PsaK und kann Anregungsenergie in den PSI-Kern leiten.
PsaK ist in eukaryotischem PSI dagegen an der Interaktion mit LHCII beteiligt (Pan
et al. 2018). In cyanobakteriellem PSI kann PsaK wie PsaF und PsaJ an IsiA binden
(Toporik et al. 2019).
Neben PsaK sind auch PsaO, PsaH und PsaL an der Bindung von LHCII betei-
ligt. Alle drei Untereinheiten binden u¨ber Wasserstoffbru¨cken und Salzbru¨cken an den
N-Terminus einer LHCII-Untereinheit. Hervorzuheben ist hierbei PsaL. Damit sich
LHCII von PSII wa¨hrend der state transition lo¨st und an PSI bindet, wird LHCII
an einem N-terminalen Threonin phosphoryliert. PsaL bindet an diese phosphory-
lierte Seitenkette u¨ber eine Salzbru¨cke und zwei Wasserstoffbru¨cken (Pan et al. 2018).
Neben dem N-Terminus bindet PsaO u¨ber eine große Kontaktoberfla¨che an zwei der
drei LHCII-Untereinheiten. Da LHCII nicht in Cyanobakterien existiert, ist es nicht
verwunderlich, dass auch PsaO und PsaH nicht in diesen Organismen vorliegen. Statt-
dessen ist PsaL hier die Kontaktstelle der Monomere, die sich zu Dimeren, Trimeren
und Tetrameren oligomerisieren. In den meisten Cyanobakterien liegt PSI als Trimer
vor. Im trimeren PSI binden die Transmembranhelices der drei benachbarten PsaL-
Untereinheiten aneinander. Zuzu¨glich bildet der C-Terminus von PsaL eine luminale
α-Helix aus, die sich vom PSI-Monomer wegstreckt. Diese α-Helix interagiert mit PsaL,
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PsaI, PsaA und PsaB benachbarter Monomere (Jordan et al. 2001). Zudem ist sie
auch an der Komplexierung eines Calziumions, das zwei PsaL-Untereinheiten mit PsaA
verbindet, beteiligt. In Heterozysten bildenden Cyanobakterien oligomerisiert das PSI
zu Dimeren und Tetrameren. Hier ist der C-Terminus von PsaL verku¨rzt. Stattdessen
ist eine cytoplasmatische Schleife des PsaL verla¨ngert. Dies fu¨hrt zu einer vera¨nderten
Assoziation der Monomere, die bisher nur mit geringer Auflo¨sung untersucht wurde
(Semchonok et al. 2016).
PsaI und PsaM sind kleine Transmembranuntereinheiten mit je einer α-Helix, die im
trimeren PSI zwischen zwei Monomeren liegen. PsaI stabilisiert die Bindung von PsaL
und PsaH an PSI (Plo¨chinger et al. 2016). Die Funktion von PsaM in Cyanobakterien
ist noch nicht gekla¨rt. Aufgrund seiner Lokalisation zwischen den Monomeren ist es
denkbar, dass es fu¨r die Oligomerisierung notwendig ist. In T. elongatus bindet PsaM
ein Chlorophyll a, das weit in den Monomer-Monomer-Zwischenraum hineinragt. In
Rotalgen ist PsaM an der Bindung von LHCI-Untereinheiten beteiligt (Pi et al. 2018).
Eine ebenfalls kleine Untereinheit, die nur aus einer Transmembranhelix besteht, ist
PsaX. Diese kommt nur in manchen Cyanobakterien vor. In T. elongatus ist sie neben
PsaF lokalisiert. In Synechocystis sp. ist sie dagegen nicht vorhanden. Ihre Funktion
ist noch nicht gekla¨rt.
In der Literatur finden sich weitere Proteine, die als Untereinheiten des PSI gelistet
werden, darunter PsaP und PsaR. PsaP findet sich ausschließlich in Pflanzen und
migriert in der Dichtegradientenzentrifugation mit PSI. Es handelt sich jedoch um
ein phosphorylierbares Protein, das an der Regulation der Granathylakoide beteiligt
ist. Das Protein wurde 2013 umbenannt und wird nun in der Literatur als CURT1
bezeichnet (Armbruster et al. 2013). PsaR wurde dagegen in einer pflanzlichen Kristall-
struktur entdeckt (Amunts et al. 2010). Es ist ein α-helikales Protein, das als eine
Verla¨ngerung des LHCI-Gu¨rtels neben PsaK lokalisiert ist. Bisher konnte diese α-
Helix nur als Poly-Alanin-Ru¨ckgrat modelliert werden, weshalb eine Identifizierung des
Proteins nicht erfolgte. PsaR wurde bisher in keiner anderen PSI-Struktur gefunden.
Im PSI der Gru¨nalgen und Pflanzen sind vier Untereinheiten des LHCI in Form
eines randsta¨ndigen Gu¨rtels fest an PSI gebunden und werden daher hier zu den
PSI-Untereinheiten geza¨hlt (Abbildung 1.3). LHCI dient dem PSI als Antenne, die
Anregungsenergie aufnehmen kann und als Exzitonen zum PSI-Kern weiterleitet. Es
setzt sich aus den LHCI-Untereinheiten Lhca1 bis Lhca4 zusammen, wobei Lhca1 mit
Lhca4 und Lhca2 mit Lhca3 jeweils ein Dimer bilden. In Rot-, Braun- und Kieselalgen
ist LHCI an anderen Bindungsstellen mit PSI assoziiert (Gardian et al. 2007). Neben
dem LHCI-Gu¨rtel ko¨nnen noch weitere LHCI-Untereinheiten, Lhca5 bis Lhca9, mit PSI
assoziiert sein (Suga et al. 2019). In Gru¨nalgen binden diese Untereinheiten als zweiter
LHCI-Gu¨rtel an den ersten Gu¨rtel oder sie binden als Heterodimer zwischen PsaL
und PsaG. Auch in Moosen kann ein zweiter LHCI-Gu¨rtel gebildet werden. Hierfu¨r ist
neben den Lhca-Untereinheiten auch das Protein Lhcb9 notwendig (Iwai et al. 2015).
In ho¨heren Pflanzen wurden die Untereinheiten Lhca5 und Lhca6 ebenfalls gefunden,
diese werden in der Regel jedoch nicht exprimiert (Busch und Hippler 2011). Das
Proteinru¨ckgrat der LHCI-Untereinheiten ist hoch konserviert. Sie binden neun bis
zwo¨lf Chlorophyll a-Moleku¨le, ein bis fu¨nf Chlorophyll b-Moleku¨le und drei bis vier
Carotinoide. In der Kristallstruktur des PSI aus der Erbse (Pisum sativum) wurden
im LHCI-Gu¨rtel 68 Pigmente identifiziert (Mazor et al. 2017).
1.3. PHOTOSYSTEM I 11
Abbildung 1.4: Kofaktoren der PSI-Elektronentransportkette mit Cyt c6 und Ferredoxin.
A: Kofaktoren beider A¨ste (Index A und B entsprechen dem jeweiligen Ast) mit Absta¨nden
(von Kante zu Kante gemessen, orange). Der Abstand von FB zu Ferredoxin wurde der Kokri-
stallstruktur (PDB-Code: 5zf0, Kubota-Kawai et al. 2018) entnommen, fu¨r Cyt c6 (PDB-
Code: 1c6s, Beißinger et al. 1998) gibt es keine Informationen u¨ber den Abstand. Ferredoxin
und Cyt c6 sind verkleinert dargestellt. B: Redoxpotenziale mitsamt Transferraten (grau).
Fu¨r ChlorophyllAcc sind keine Werte bekannt. Die Potenziale und Raten sind abha¨ngig von
den Messbedingungen und weichen je nach Publikation von den hier angegebenen Werten
ab (Ptushenko et al. 2008; Kurashov et al. 2018). Die Raten des Elektronentransports von
Cyt c6 auf P700 sind in Abschnitt 1.3.3 erkla¨rt.
1.3.2 Ladungstrennung und Elektronentransport
Die Anregungsenergie wird u¨ber die Antennenpigmente zum Zentrum des PSI zwischen
PsaA und PsaB weitergeleitet. Dort tritt ein Effekt auf, der bereits 1956 beobachtet
werden konnte: Belichtet man Chloroplasten oder Cyanobakterien, so a¨ndert sich deren
Absorption bei 700 nm (Kok 1956). Das dafu¨r verantwortliche Pigment wurde P700
genannt. Dieses Pigment besteht u¨berwiegend aus dem Chlorophyll a ′ (PA, das von
einem Histidin des PsaA koordiniert wird) und dem parallel dazu liegenden Chloro-
phyll a (PB, das von einem Histidin des PsaB koordiniert wird). Solche parallelen, exzi-
tonisch gekoppelten (Bakterio-)Chlorophylle finden sich auch in PSII und in bakteri-
ellen Reaktionszentren. Diese beiden Chlorophylle werden in Anlehnung an das Bakte-
riochlorophyllpaar in bakteriellen Reaktionszentren als special pair bezeichnet. P700
geht von seinem Grundzustand mit einem Redoxpotenzial (P700/P
+
700) von 420mV in
einen angeregten Zustand (P∗700) mit –1300mV u¨ber. Durch dieses sehr negative Redox-
potenzial kommt es zur Ladungstrennung, bei der P700 ein Elektron an die Elektro-
nentransportkette abgibt. Die Elektronentransportkette besteht in PSI aus zwei A¨sten:
dem A-Ast, der mehrheitlich an PsaA gebunden ist, und dem B-Ast, der mehrheitlich
an PsaB gebunden ist (Abbildung 1.4). Neben dem Chlorophyllpaar P700 bestehen die
A¨ste aus jeweils einem akzessorischen Chlorophyll a (AAcc), dem Kofaktor A0 (ein
Chlorophyll a) und dem Kofaktor A1 (ein Phyllochinon). Der prima¨re Elektronen-
transfer zwischen den Kofaktoren erfolgt in einem Femtosekundenzeitraum und wurde
daher noch nicht abschließend gekla¨rt. Es wird vermutet, dass P700 der prima¨re Elek-
tronendonor ist, der sein Elektron auf AAcc und A0 u¨bertra¨gt. Alternativ ist aber
auch AAcc als prima¨rer Elektronendonor beschrieben worden, der A0 reduziert und
anschließend von P700 reduziert wird (Badshah et al. 2018). In beiden Fa¨llen entsteht
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ein stabiles [P+700/A
–
0]-Intermediat. Der reduzierte Kofaktor A0 reduziert daraufhin
A1. Wa¨hrend in PSII und bakteriellen Reaktionszentren vom Typ II nur einer der
beiden A¨ste Elektronen transferiert, sind in PSI beide A¨ste aktiv. Diese beiden A¨ste
zeigen ebenfalls eine Asymmetrie: In beiden A¨sten liegen geringe Unterschiede in den
Absta¨nden der Kofaktoren vor (Abbildung 1.4, A). Diese geringen Unterschiede ko¨nnen
sich bereits auf die Elektronentransferraten auswirken, da die Rate exponentiell vom
Abstand der beteiligten Atome abha¨ngig ist (Moser et al. 1992). Tatsa¨chlich weist der
B-Ast ho¨here Elektronentransferraten und negativere Redoxpotenziale als der A-Ast
auf (Abbildung 1.4, B). Allerdings werden u¨ber den A-Ast die meisten Elektronen von
P700 zum Eisen-Schwefel-Zentrum FX transferiert. Das Verha¨ltnis der Aktivita¨t von
A-Ast zu B-Ast ist 1 : 1 bis 2 : 1 in Gru¨nalgen und 4 : 1 bis 9 : 1 in Cyanobakterien
(Santabarbara et al. 2010). Von FX wird das Elektron auf FA und anschließend auf FB
transferiert. FA und FB sind in PsaC lokalisiert. Das lo¨sliche Eisen-Schwefel-Protein
Ferredoxin bindet im oxidierten Zustand an PsaC. Das [2Fe-2S]-Zentrum des Ferredo-
xins ist nun in einem Abstand von 8 A˚ von FB und kann das Elektron aufnehmen. Das
oxidierte P+700 kann anschließend durch Cyt c6 oder Pc reduziert werden. Das Redox-
potenzial von Cyt c6 betra¨gt 320 mV und das des Ferredoxins –410 mV. Gema¨ß der
Gleichung
∆G0 = –z · Fa ·∆E0 (1.1)
wird durch PSI eine Energie von –70 kJ ·mol–1 nutzbar gemacht. ∆G0 ist die freie
Enthalpie unter Standardbedingungen, z die Ladung, Fa die Faraday-Konstante und
∆E0 das Redoxpotenzial unter Standardbedingungen.
1.3.3 Elektronentransfer von Plastocyanin und Cytochrom c6
auf Photosystem I
Die Bindungsstelle von Ferredoxin an PSI wurde bereits sehr detailliert charakterisiert.
Ferredoxin bindet im oxidierten Zustand an PSI mit einer Affinita¨t im nanomolaren
Bereich (Barth et al. 1998) und dissoziiert im reduzierten Zustand. Durch Substitu-
tion des Eisen-Schwefel-Zentrums gegen ein Gallium-Schwefel-Zentrum bindet Ferre-
doxin mit noch ho¨herer Affinita¨t und es kommt auch im reduzierten Zustand zu keiner
Dissoziation (Migne´e et al. 2017). Ein solches Gallium-substituiertes Ferredoxin konnte
bereits zur Lo¨sung der Kokristallstruktur bei 4,2 A˚ genutzt werden (Kubota-Kawai
et al. 2018). Auch die Bindung von Pc und Cyt c6 an PSI ist bereits gut untersucht. Im
Gegensatz zu Ferredoxin binden diese Proteine jedoch mit geringerer Affinita¨t, weshalb
noch keine Struktur des Komplexes existiert. Pc und Cyt c6 binden im reduzierten
Zustand an PSI und u¨bertragen ihre Elektronen auf P+700. Damit sich das oxidierte
Pc von PSI lo¨st, verringert sich dessen Affinita¨t in pflanzlichen Thylakoiden um einen
Faktor von 6 bis 24 (Drepper et al. 1996; Danielsen et al. 1999).
Die Assoziation der Elektronendonoren Pc und Cyt c6 mit PSI wird in der Regel mit
Hilfe von Reduktionskinetiken bestimmt. Hierfu¨r eignet sich einerseits die Sauerstoffre-
duktionskinetik. PSI wird durch reduziertes Pc oder Cyt c6 reduziert. Durch kontinu-
ierliche Belichtung wird PSI durchgehend oxidiert, wobei das sehr negative Redoxpoten-
zial des Eisen-Schwefel-Zentrums FB ausreicht, um Sauerstoff zu reduzieren. Die Sauer-
stoffkonzentration wird an einer Clark-Elektrode gemessen und somit kann der gesamte
Elektronentransfer von Pc und Cyt c6 u¨ber PSI auf Sauerstoff ermittelt werden.
Details zur Auswertung der Sauerstoffreduktionskinetik und zur Durchfu¨hrung sind
Abschnitt 2.4.1 (Material und Methoden) zu entnehmen. Eine andere Methode ist es,
die Reduktionskinetik des P700 zu messen. Dabei wird die Eigenschaft des P700 genutzt,
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Licht im oxidierten und reduzierten Zustand mit unterschiedlichen Extinktionskoeffi-
zienten zu absorbieren. Durch einen intensiven Lichtstrahl wird P700 zur Ladungstren-
nung angeregt. Das Elektron wird an FB durch einen ku¨nstlichen Elektronenakzeptor
entfernt. Anschließend wird in einem Photometer zeitaufgelo¨st bestimmt, wie lange
es dauert, bis P+700 durch den Elektronendonor wieder reduziert wird. Sind Pc oder
Cyt c6 bereits an PSI komplexiert, so erfolgt die Reduktion in einer schnellen Phase
von wenigen Mikrosekunden (ca. 3 µs). Die Reaktion ist in diesem Fall unabha¨ngig von
der Konzentration des Elektronendonors (Kinetik erster Ordnung). Muss der Elektro-
nendonor dagegen zuerst zu PSI diffundieren, so liegt eine langsame Phase vor, bei der
die Reduktion wenige Millisekunden beno¨tigt. Die Kinetik ist in diesem Fall konzen-
trationsabha¨ngig (Kinetik zweiter Ordnung). Die Reaktion von cyanobakteriellem Pc




Pcox + PSIred (Typ 1)
Dabei ist kon die kinetische Konstante der Assoziation, Pc steht fu¨r Plastocyanin oder
Cyt c6 und red bzw. ox stehen fu¨r reduziert bzw. oxidiert. Nach diesem Schema bildet
sich kein Komplex zwischen Pc oder Cyt c6 und PSI aus (Hatanaka et al. 1993; Herva´s
et al. 1995). Der Elektronendonor reagiert mit PSI u¨ber eine Kollision. Ein Komplex aus
beiden Proteinen ist so kurzlebig, dass er hier nicht bestimmt werden kann. Auch das in
dieser Arbeit verwendete PSI aus T. elongatus reagiert mit Cyt c6 nach der Kinetik des
Typs 1. Die kinetische Konstante zweiter Ordnung entha¨lt nur wenige Informationen,
weshalb im Rahmen dieser Arbeit bevorzugt die Reduktionsraten u¨ber die Sauerstoffre-
duktion bestimmt wurden. Ist jedoch eine schnelle Phase gegeben, so ko¨nnen mit der
P700-Reduktionskinetik weitere kinetische Konstanten ermittelt werden. Daher ist die
P700-Reduktionskinetik in der Literatur sta¨rker verbreitet als die Sauerstoffredukti-
onskinetik. Im Cyanobakterium Anabaena sp. konnte die Bildung eines Komplexes






Pcox + PSIred (Typ 2)
Dabei ist koff die kinetische Konstante der Dissoziation und ket die kinetische
Konstante des Elektronentransfers. Noch deutlicher ist die schnelle Phase bei euka-
ryotischem PSI. Dort treten in vitro sowohl Reaktionen der ersten als auch der zweiten
Ordnung gleichzeitig auf. Hier sind 30 % bis 75 % des PSI mit Pc oder Cyt c6 komple-
xiert. In vivo kann bis zu 95 % des PSI mit Pc komplexiert sein (Haehnel et al. 1989;
Danielsen et al. 1999). Da die schnelle und die langsame Phase weit auseinanderliegen,
ko¨nnen sie gut getrennt aufgelo¨st werden. Dies ermo¨glicht es, die Proteininteraktion
des eukaryotischen PSI genauer zu analysieren. Das reduzierte Pc oder Cyt c6 bindet
an das oxidierte PSI und bildet einen inaktiven Komplex. Daraufhin kommt es zu
einer Umorientierung des Elektronendonors am PSI, wodurch sich ein aktiver Komplex
bildet. In diesem aktiven Komplex kann PSI reduziert werden, wodurch der Komplex













Pcox + PSIred (Typ 3)
Hierbei sind kU die kinetischen Konstanten der Umorientierung und Pc1/Pc2 ist Plasto-
cyanin, das vor der Umorientierung an Bindungsstelle 1 bzw. nach Umorientierung an
der aktiven Bindungsstelle 2 lokalisiert ist. Durch Mutation des Pc oder Cyt c6 kann
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Abbildung 1.5: Schema der Bindung von Cyt c6 an PSI in Cyanobakterien (links)
und Eukaryoten (rechts). In Cyanobakterien diffundiert reduziertes Cyt c6 oder Pc zu PSI,
u¨bertra¨gt sein Elektron auf P700 (gru¨n) und lo¨st sich im oxidierten Zustand wieder von PSI.
Dies entspricht der Kinetik nach Typ 1. In Eukaryoten bindet Cyt c6 oder Pc an zwei luminale
Helices der Untereinheit PsaF (orange). Anschließend findet eine Umorientierung des Cyt c6
am PSI statt, wodurch ein Elektronentransport zu P700 ermo¨glicht wird. Dies entspricht der
Kinetik nach Typ 3. Die Helices von PsaF sind in cyanobakteriellem PSI verku¨rzt und tragen
nicht zur Bindung bei.
eine dieser drei Reaktionen in die jeweils anderen u¨berfu¨hrt werden (Dı´az-Quintana
et al. 2003). Die Umorientierung der Typ-3-Kinetik la¨sst sich durch die Untereinheit
PsaF erkla¨ren (Abbildung 1.5). Wie in Abschnitt 1.3.1 beschrieben, ist die luminale
Helix von PsaF eine Bindungsstelle fu¨r Pc und Cyt c6, wa¨hrend P700 zwischen PsaA
und PsaB lokalisiert ist. Dort sind sechs bis neun Lysine lokalisiert, die Salzbru¨cken
mit einer negativ geladenen Oberfla¨che des Elektronendonors bilden ko¨nnen. An dieser
Stelle lassen sich die beiden Proteine chemisch quervernetzen (Wynn und Malkin 1988).
Obwohl die große Anzahl geladener Seitenketten eine diffuse elektrostatische Interak-
tion vermuten la¨sst, ist die Bindungsstelle sehr genau definiert. Durch Mutationsana-
lysen in Chlamydomonas reinhardtii wurde festgestellt, dass die Lysine 16 bis 30 (nicht
aber Lysin 12) der Helix mit Pc interagieren (Hippler et al. 1998). Mittels Elektronenmi-
kroskopie wurde eine gering aufgelo¨ste elektrostatische Potenzialdichte des Pc an PsaF
identifiziert. Diese Dichte ist exakt an den Lysinen 16 bis 30 lokalisiert (Suga et al.
2019). Die positive Ladung des PsaF wirkt u¨ber große Entfernung auf das Pc. Sobald
Pc PsaF erreicht, bildet Pc einen definierten encounter -Komplex [Pc1PSI], der sich
zum aktiven Komplex [Pc2PSI] umorientieren kann (Herva´s et al. 1992; Golbeck 2006).
Die Unterschiede in der Kinetik zwischen eukaryotischem und cyanobakteriellem PSI
lassen sich damit auch u¨ber PsaF erkla¨ren. Im cyanobakteriellen PSI fehlen diese Lysin-
seitenketten, sodass sich kein encounter -Komplex ausbilden kann. Die Deletion von
cyanobakteriellem PsaF hat keinen Einfluss auf das Wachstum der Zellen oder auf die
Aktivita¨t der isolierten Proteine (Chitnis et al. 1991; Hatanaka et al. 1993; Mu¨hlenhoff
und Chauvat 1996). Dennoch wird eine Beteiligung von PsaF an der Bindung von
cyanobakteriellem Pc und Cyt c6 bis heute nicht ausgeschlossen. So stellten Kubota-
Kawai et al. fest, dass die luminale Helix von PsaF in Richtung P700 verschoben ist,
wenn oxidiertes Ferredoxin an PSI gebunden ist (Kubota-Kawai et al. 2018). Es wurde
diskutiert, dass PsaF durch seine Beweglichkeit eine Rolle in der Bindung oder Orien-
tierung des Elektronendonors erfu¨llen ko¨nnte.
Neben der elektrostatischen Bindungsstelle an PsaF wurde eine zweite elektrostati-
sche Wechselwirkung identifiziert. Sowohl Pc als auch Cyt c6 verfu¨gen in der Na¨he des
Kupfers und der Ha¨m-Gruppe einen Bereich mit geladenen Seitenketten. In Chlamydo-
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Abbildung 1.6: Oberfla¨che des Cyt c6 in Cyanobakterien. Die Struktur des Cyt c6 aus
T. elongatus (PDB-Code: 1c6s, Beißinger et al. 1998) ist als Oberfla¨che (oben) mit der Orien-
tierung der Ha¨m-Gruppe (unten) dargestellt. Die orange gefa¨rbte Oberfla¨che besteht aus
Aminosa¨uren, die gema¨ß den NMR-Messungen von Diaz-Moreno et al. (2005) mit PSI inter-
agieren. In blau ist das Lys-X-Arg-X-Lys-Motiv aus Cyt c6 aus Anabaena sp. hervorgehoben.
Hierbei ist zu beachten, dass fu¨r dieses Motiv nur Arg64 in Cyt c6 aus T. elongatus konser-
viert ist. Statt den beiden Lysinen liegen hier Ala62 und Thr66 vor. Der gepunktete Kreis
verweist auf die wasserexponierte Seite der Ha¨m-Gruppe, welche in der mittleren Ansicht
auch als rote Spha¨ren zu erkennen ist.
monas reinhardtii wurde eine Bindung von Asp65 und Arg66 des Cyt c6 an Arg623 und
Asp624 von PsaB modelliert (Sommer et al. 2006). Auch in cyanobakteriellem Pc und
Cyt c6 ist ein konserviertes Arginin in der Na¨he des Kupfers und der Ha¨m-Gruppe zu
finden. In einem Kollisionsmechanismus, wie ihn die Typ-1-Kinetik beschreibt, fu¨hren
geladene Seitenketten u¨blicherweise zu Abstoßungen (Crowley und Ubbink 2003). Eine
repulsive Interaktion liegt zwischen negativ geladenen Seitenketten von Pc mit negativ
geladenen Seitenketten von PsaB vor (Navarro et al. 2000). Demgegenu¨ber scheint
das Arginin in der na¨he des Kupferions eine attraktive Wirkung zu haben. Die Dele-
tion dieses Arginins verlangsamt die Assoziation von Pc oder Cyt c6 mit PSI (De la
Cerda et al. 1999; Molina-Heredia et al. 2001). In Cyt c6 aus Anabaena sp., das mit
einer Typ-2-Kinetik mit PSI reagiert, beinhaltet die Oberfla¨che in der Na¨he der Ha¨m-
Gruppe ein Lys-X-Arg-X-Lys-Motiv. Wird eine dieser drei positiv geladenen Seiten-
ketten gegen eine negativ geladene Seitenkette ausgetauscht, so reagiert dieses Cyt c6
gema¨ß einer Typ-1-Kinetik (Molina-Heredia et al. 1999). Bisher konnte die korrespon-
dierende Oberfla¨che des cyanobakteriellen PSI nicht identifiziert werden.
Die bedeutendste Interaktion zwischen Pc oder Cyt c6 mit PSI ist ebenfalls an der
Oberfla¨che am Kupferion und an der Ha¨m-Gruppe lokalisiert. Hier liegt eine hydro-
phobe Oberfla¨che vor, die an eine hydrophobe Oberfla¨che des PSI bindet. An der
luminalen Seite von P700 sind zwei parallele Tryptophane lokalisiert. In T. elongatus
handelt es sich dabei um Trp655 von PsaA (TrpA655) und Trp631 von PsaB (TrpB631).
Die Mutation eines dieser beiden Tryptophane zu Phenylalanin fu¨hrt zu einem drasti-
schen Aktivita¨tsverlust (Sommer et al. 2002; Sommer et al. 2004). Hierbei zeigt sich ein
Unterschied in der Bindung des Pc und des Cyt c6. Die Bindung von Pc wird sta¨rker
durch die Mutation von TrpB631 beeinflusst als durch die Mutation von TrpA655. Umge-
kehrt wird die Bindung von Cyt c6 sta¨rker durch die Mutation von TrpA655 beeinflusst
als durch die Mutation von TrpB631.
Neben kinetischen Messungen wurde die Interaktion des Cyt c6 von Anabaena sp. auch
mit Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) untersucht (Dı´az-Moreno
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et al. 2005). Dazu wurde das NMR-Spektrum von 15N-markiertem Cyt c6 in Lo¨sung
gemessen und mit dem Spektrum einer 14N-PSI-15N-Cyt c6-Lo¨sung verglichen. Der
Unterschied in der chemischen Verschiebung beider Spektren (chemical shift perturba-
tion) zeigt, welche Aminosa¨uren des Cyt c6 an der Bindung beteiligt sind. Die damit
ermittelte Bindungsoberfla¨che ist in Abbildung 1.6 gezeigt.
PSI kann neben seinem nativen Pc und Cyt c6 auch nicht native Elektronendonoren
binden. Das PSI eines beliebigen Cyanobakteriums kann Cyt c6 aus verschiedenen
anderen Cyanobakterien mit a¨hnlicher Kinetik binden (Herva´s et al. 2005). Die kine-
tischen Konstanten der verschiedenen Cyt c6-Proteine liegen dabei in der gleichen
Gro¨ßenordnung und weichen nur durch den Einfluss des pH-Wertes und der Ionensta¨rke
voneinander ab. Neben den Elektronendonoren der Pflanzen und Cyanobakterien kann
PSI aber auch Elektronen von anderen Cytochromen erhalten. Auch das mitochondriale
Cytochrom c aus Pferdeherz (Cyt cHH) ist in der Lage, P
+
700 zu reduzieren (Thor et al.
1999). Cyt cHH zeigt sogar eine ho¨here Affinita¨t zum bakteriellen Reaktionszentrum
als dessen nativer Elektronendonor Cyt c2 (Moser und Dutton 1988).
1.4 Strukturaufkla¨rung des Photosystems I
In den vorangegangenen Unterkapiteln dieser Einleitung wurden viele Informationen
genannt, die nur mit Hilfe der Strukturanalyse der Proteine ermittelt werden konnten.
Im Folgenden soll gezeigt werden, welche Methoden der Strukturaufkla¨rung bereits an
Photosystemen genutzt wurden und welche Vorteile die jeweiligen Methoden haben.
Die Methoden selbst sollen hier nur angerissen werden; eine detaillierte Beschreibung
ist dem Kapitel
”
Material, Methoden und Theorie“ zu entnehmen.
1.4.1 Kleinwinkelstreuung
Eine niedrig aufgelo¨ste Struktur kann mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung
gemessen werden. Je nach eingesetzter Strahlenquelle unterscheidet man die
Ro¨ntgenkleinwinkelstreuung (small-angle X-ray scattering, SAXS) von der Neutro-
nenkleinwinkelstreuung (small-angle neutron scattering, SANS). Der Name leitet sich
davon ab, dass ein an der Probe gestreuter Strahl unter einem kleinen Winkel gemessen
wird. Die Probe wird in Lo¨sung gemessen, das Protein liegt damit in einer nativen
Konformation vor. Die Konformation sowie flexible Bereiche eines Proteins ko¨nnen
mit der Kleinwinkelstreuung bestimmt werden (Kikhney und Svergun 2015). Es ist
keine aufwendige Probenvorbereitung no¨tig, sodass Konformationsa¨nderungen durch
die A¨nderung a¨ußerer Faktoren gemessen werden ko¨nnen. So wurden z. B. der Einfluss
von Phosphat auf die strukturelle Integrita¨t von Phycobilisomen (Golub et al. 2017a)
sowie der Einfluss der Temperatur auf die Struktur von Detergensmizellen (Triolo
et al. 1982) bestimmt. Das Detergens ist sehr flexibel und kann mit hochauflo¨senden
Methoden nicht gemessen werden. Mittels Kleinwinkelstreuung gelang es dagegen, die
Struktur des Detergensgu¨rtels um das trimere PSI aus T. elongatus zu analysieren
(Le et al. 2014). Aufgrund der niedrigen Auflo¨sung kann die Struktur jedoch nur
in grober Na¨herung beschrieben werden. Um Informationen u¨ber die Lokalisation
von Kofaktoren oder Sekunda¨rstrukturen wie Proteinschleifen zu erhalten, sind
hochauflo¨sende Methoden notwendig.
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1.4.2 Ro¨ntgenbeugung am Kristall
Die ga¨ngigste Methode zur Strukturbestimmung ist die Ro¨ntgenbeugung an einem
Proteinkristall, die auch als Kristallstrukturanalyse bezeichnet wird. Das Prinzip dieser
Methode ist a¨hnlich wie das der Kleinwinkelstreuung, nur dass das Protein nicht in
Lo¨sung vorliegt, sondern in einem hochgeordneten Kristall. Auch nutzt man hierbei
große Winkel, die mit einer ho¨heren Auflo¨sung korrelieren. Ein Ro¨ntgenstrahl wird
am Proteinkristall gebeugt, wodurch ein Beugungsmuster auf dem Detektor entsteht.
Aus den Intensita¨ten der Reflexe lassen sich die Elektronendichten und somit die
Atomkoordinaten berechnen. Die Strukturen des PSI aus T. elongatus und des PSI
aus Synechocystis sp. konnten mit dieser Methode bei 2,5 A˚ gelo¨st werden (Jordan
et al. 2001; Malavath et al. 2018). Das pflanzliche PSI aus Erbsenthylakoiden wurde
mit einer Auflo¨sung von 2,6 A˚ gelo¨st (Mazor et al. 2017). Mit diesen Strukturen ist es
mo¨glich, die in Abbildung 1.4 dargestellten Kofaktoren der Elektronentransportkette
und ihre Absta¨nde zu bestimmen. Die Lokalisation und Orientierung der Chlorophylle
ermo¨glichen es, den Energietransfer der Anregungsenergie von den Antennenpigmenten
zum P700 zu berechnen (Mazor et al. 2017). Auch die Bindung des Ferredoxins konnte
in einer Kokristallstruktur mit PSItri bei einer Auflo¨sung von 4,2 A˚ ermittelt werden.
Die Struktur des PSII wurde bisher aus den thermophilen Cyanobakterien Thermosyn-
echococcus vulcanus und T. elongatus bei Auflo¨sungen von 1,87 A˚ und 2,04 A˚ bestimmt
(Tanaka et al. 2017; Umena et al. 2011; Kern et al. 2018). Fu¨r diese beiden Kristallstruk-
turen wurden unterschiedliche Ro¨ntgenbeugungsmethoden genutzt. Bei der von Tanaka
et al. und Umena et al. genutzten Methode wurde ein Kristall in einem Kryoprotek-
tivum in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend an einem Synchrotron
gemessen. Dabei wird der Kristall u¨ber mehrere Minuten im Ro¨ntgenstrahl gedreht
und wa¨hrenddessen werden winkelabha¨ngig viele Beugungsbilder aufgezeichnet. Dies
ist die ga¨ngigste Methode der Ro¨ntgenbeugung am Kristall. Sie wird im Folgenden
als Kryokristallstrukturanalyse bezeichnet. Trotz der tiefen Temperaturen treten im
Kristall Strahlenscha¨den auf, die sich in der gemessenen Struktur manifestieren. Ein
bekanntes Beispiel ist die Decarboxylierung an negativ geladenen Seitenketten. Die
Methode von Kern et al. nutzt dagegen einen Ro¨ntgen-Freie-Elektronen-Laser (X-ray
free electron laser, XFEL) als Strahlenquelle. Die Ro¨ntgenstrahlen entstehen hierbei
aus einem gepulsten Laserstrahl, wobei die La¨nge der Pulse nur wenige Femtosekunden
betragen. Diese Methode wird im Folgenden als serielle Femtosekunden-Kristallografie
(SFX) bezeichnet. An einem Kristall wird hierbei ein einziges Beugungsbild u¨ber
einen Femtosekundenpuls gemessen. Der Kristall wird durch den intensiven Strahl
zersto¨rt, wobei das Beugungsbild aufgrund des Femtosekundenzeitraums keine Strah-
lenscha¨den beinhaltet. Um die Kristallstruktur unter unterschiedlichen Orientierungen
zu bestimmen, nutzt man viele Mikrokristalle in zufa¨lligen Orientierungen und fu¨gt die
getrennt gemessenen Beugungsbilder zu einem Datensatz zusammen. Weitere Vorteile
der SFX-Methode gegenu¨ber der Kryokristallstrukturanalyse sind ebenfalls in Kern
et al. beschrieben. Die Proteinstruktur kann bei Raumtemperatur gemessen werden.
Zuzu¨glich wurde hier das PSII vor der Strukturmessung mit sa¨ttigenden Lichtblitzen
angeregt, sodass strukturelle A¨nderungen am Wasser oxidierenden Komplex untersucht
werden konnten. Auch an PSI wurden strukturelle A¨nderungen mittels SFX untersucht.
Aquila et al. untersuchten PSI-Ferredoxin-Kokristalle vor und nach einem sa¨ttigenden
Lichtstrahl. Hierbei dissoziierte jedoch der PSI-Ferredoxin-Komplex so schnell, dass
keine strukturelle Information gewonnen werden konnte (Aquila et al. 2012).
Wie bei jeder Methode gibt es auch in der Ro¨ntgenbeugung am Kristall einige Nach-
teile. Die Auflo¨sung des Beugungsbilds ist abha¨ngig von der Qualita¨t des Kristalls. Die
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Zu¨chtung und Optimierung hochwertiger Kristalle sind sehr zeitaufwendig. Proteine
ko¨nnen im Kristall in mehreren Konformeren vorliegen. Geringfu¨gig abweichende
Atomkoordinaten werden in Form eines B-Faktors angegeben. Bei gro¨ßeren Abwei-
chungen kann keine Elektronendichte fu¨r die betroffenen Atome berechnet werden.
Dies fu¨hrt dazu, dass sehr flexible Strukturen nicht sichtbar sind. Daher fehlen in den
PSI-Kristallstrukturen von T. elongatus ein Großteil der Untereinheit PsaK, mehrere
Proteinschleifen, die Mehrheit der Phytylgruppen der Chlorophylle sowie der Deter-
gensgu¨rtel. Auch ko¨nnen die Kristallkontakte bestimmte Konformationen des Proteins
forcieren (Bartesaghi et al. 2014). Die an den Kristallkontakten beteiligten Unter-
einheiten ko¨nnen sich von Kristall zu Kristall unterscheiden. In PSI-Kristallen von
T. elongatus sind die Kristallkontakte zwischen PsaE und der luminalen Helix von
PsaF zu finden (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001). In Kokristallen aus PSItri mit
Ferredoxin befinden sie sich zwischen der gesamten luminalen Oberfla¨che zweier PSI-
Trimere sowie zwischen Ferredoxin, PsaD und der cytoplasmatischen Seite von PsaA
und PsaK (PDB-Code: 5zf0, Kubota-Kawai et al. 2018). In Kristallen von PSItri aus
Synechocystis sp. ist dagegen die luminale Seite von PsaA, PsaB und PsaJ in Kontakt
mit der cytoplasmatischen Seite von PsaA, PsaB, PsaD und PsaE (PDB-Code: 5oy0,
Malavath et al. 2018). In der Struktur des pflanzlichen PSI aus der Erbse liegt jeweils
ein Kristallkontakt zwischen PsaL und PsaF sowie zwischen PsaG und LHCI vor (PDB-
Code: 5l8r, Mazor et al. 2017). Obgleich diese Strukturen unterschiedliche Kristallkon-
takte aufweisen, kann nicht gekla¨rt werden, ob Unterschiede in den Strukturen auf
diese Kontakte zuru¨ckzufu¨hren sind, da es sich hierbei um Proteine unterschiedlicher
Organismen handelt.
1.4.3 Elektronenmikroskopie
Seit 1975 ist auch die Elektronenmikroskopie eine ga¨ngige Methode zur Analyse von
Proteinstrukturen (Henderson und Unwin 1975). Diese Methode war jedoch auf nied-
rige Auflo¨sungen begrenzt, was ihr den Spitznamen blobology einbrachte. Durch einige
Verbesserungen der Methode, insbesondere die Entwicklung direkter Elektronendetek-
toren, gelang es vor wenigen Jahren, hochaufgelo¨ste Strukturen zu messen. Es kam zur
resolution revolution (Ku¨hlbrandt 2014), die derzeit zu einem exponentiellen Anstieg
der hochaufgelo¨sten elektronenmikroskopischen Strukturen fu¨hrt (Abbildung 1.7)
und 2017 mit dem Nobelpreis an Jacques Dubochet, Joachim Frank sowie Richard
Henderson gewu¨rdigt wurde. Fu¨r die Elektronenmikroskopie werden die Proteine in
Lo¨sung schockgefroren. Das Protein liegt nun in einer du¨nnen Schicht aus amorphem
Eis und kann im Elektronenmikroskop direkt betrachtet werden. Fu¨r die dreidimensio-
nale Struktur werden die Bilder von hunderttausenden Proteinen gema¨ß ihrer Orien-
tierung klassifiziert und aufsummiert. Wa¨hrend ein Ro¨ntgenstrahl an den Elektronen
gestreut wird, wird ein Elektronenstrahl an der Ladungsdichte der Probe gestreut. Die
elektronenmikroskopische Dichte ist somit keine Elektronendichte, sondern eine elek-
trostatische Potenzialdichte (ESP-Dichte). Besondere Vorteile der Methode sind die
geringe Probenmenge (1 µg Protein) und die einfache Probenpra¨paration. Die Prote-
inaufreinigung kann im kleinen Maßstab mit schonenden Methoden erfolgen, wodurch
die Dissoziation von Proteinkomplexen ausbleibt. Yadav et al. gelang es, durch eine
schonende Aufreinigungsmethode eine große Anzahl von Komplexen aus PSI und asso-
ziierten Proteinen im Elektronenmikroskop zu charakterisieren (Yadav et al. 2017).
Im pflanzlichen PSI konnten mittels Elektronenmikroskopie die leicht dissoziierbaren
Untereinheiten PsaN und PsaO zum ersten Mal lokalisiert werden (Pi et al. 2018; Pan
et al. 2018). Auch gelang es, die Bindungsstelle von Lichtsammelkomplexen, wie dem
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Abbildung 1.7: Statistik zur Vero¨ffentlichung von hochaufgelo¨sten Strukturen. Gezeigt
ist die Summe aller in der Proteindatenbank (PDB) hinterlegten Strukturen (links) und
die pro Jahr hinterlegten Strukturen (rechts) bis 2019. Die Strukturen wurden mittels
Ro¨ntgendiffraktion (schwarz) und Elektronenmikroskopie (rot) gemessen. Zuzu¨glich ist die
Anzahl der in der elektronenmikroskopischen Datenbank (EMDB) hinterlegten Dichtekarten
in gestrichelten Linien angegeben. Quellen: www.rcsb.org und www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb.
LHCII oder zuzu¨glichen Untereinheiten des LHCI in PSI der Gru¨nalgen, zu analy-
sieren (Pan et al. 2018; Su et al. 2019; Suga et al. 2019). Die erste hochaufgelo¨ste elek-
tronenmikroskopische Struktur des cyanobakteriellen PSI ist eine Kostruktur mit 18
Untereinheiten des chlorophyllhaltigen Proteins IsiA (iron-stress-induced protein A,
Toporik et al. 2019). Die Struktur des pflanzlichen PSII, dessen Kristallstruktur noch
nicht bestimmt werden konnte, konnte nun mitsamt seinen LHCII-Antennenkomplexen
als C2S2M2-Superkomplex gemessen werden (Su et al. 2017). Auch drei der in Abbil-
dung 1.1 dargestellten Strukturen (Phycobilisomen, NADPH-Dehydrogenase und ATP-
Synthase) wurden mittels Elektronenmikroskopie gelo¨st.
Alle hier zitierten Strukturen stammen von Proteinsuperkomplexen. Fu¨r Komplexe,
die kleiner als 100 kDa sind, ist es schwierig, dem Protein in der Aufnahme eine Orien-
tierung zuzuordnen, weshalb eine Klassifizierung und Lo¨sung der Struktur oft nicht
mo¨glich ist. Wie auch in der Kristallstrukturanalyse am Synchrotron kommt es in der
Elektronenmikroskopie zu Strahlenscha¨den (Bartesaghi et al. 2014). Die Auflo¨sung der
elektronenmikroskopischen Strukturen ist derzeit durch die Strahlenscha¨den begrenzt.
U¨blicherweise werden Strahlenintensita¨ten von 60 e– · A˚–2 eingesetzt, um gute Signal-
zu-Rausch-Verha¨ltnisse zu erzeugen. Fu¨r eine maximale Auflo¨sung werden jedoch
weniger als 2 e– · A˚–2 empfohlen (Hattne et al. 2018; Hebert 2019). Aktuell ist die Elek-
tronenmikroskopie noch als eine Erga¨nzung zur Ro¨ntgenbeugung am Kristall zu sehen,
aber aufgrund der einfachen Probenvorbereitung und des Fehlens sto¨render Kristall-
kontakte wird sie zunehmend an Bedeutung gewinnen. Die vielen innerhalb von nur drei
Jahren gemessenen Superkomplexe weisen darauf hin, dass diese Methode insbesondere
fu¨r die Analyse von Kostrukturen von Vorteil ist.
1.4.4 Theoretische Analyse
Mit Hilfe der Kristallstrukturanalyse und der Elektronenmikroskopie konnte eine Viel-
zahl von Kostrukturen gemessen werden. Oft sind die Bindungspartner jedoch so
schwach oder beweglich aneinandergebunden, dass sie nicht strukturell charakterisiert
werden ko¨nnen. Ein Beispiel hierfu¨r ist das an PSI gebundene Pc, das nur als kleine,
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undefinierte Dichte an PsaF sichtbar ist (Pan et al. 2018). Ist die Struktur beider
Proteine bereits bekannt, kann die Bindungsstelle durch theoretische Methoden in
Na¨herung beschrieben werden. Binden zwei Proteine aneinander, kann ihre Bindungs-
energie mit thermodynamischen Gleichungen beschrieben werden (ga¨ngige Gleichungen
sind im Methoden-Unterkapitel 2.12 angegeben). Ein in der Bindungsstelle gebundener
Ligand sollte zu einer hohen Bindungsenergie fu¨hren. Dies bedeutet, dass bei einer
großen Bindungsenergie eine hohe Wahrscheinlichkeit fu¨r eine Bindungsstelle vorliegt.
Die theoretischen Methoden berechnen die Energie vieler potenzieller Bindungsstellen,
um diese hochenergetischen Stellen zu identifizieren. Eine hierfu¨r ga¨ngige Methode
ist das rigid-body docking. Die beiden Strukturen werden aneinander positioniert und
die Energie der Bindung wird ermittelt. Anschließend wird sukzessiv die Position
oder Orientierung des einen Proteins relativ zum anderen vera¨ndert und erneut die
Energie ermittelt. Nach mehreren tausend Berechnungen ist die Energie aller Posi-
tionen und Orientierungen bekannt. Das rigid-body Docking wurde bereits genutzt, um
die Bindungsstelle des Pc und Cyt c6 aus der Kieselalge Phaeodactylum tricornutum
an PSI zu beschreiben (Bernal-Bayard et al. 2015). Wie fu¨r ein eukaryotisches System
zu erwarten, wurde die PSI-Untereinheit PsaF als wahrscheinlichste Bindungsstelle
identifiziert. Wittenberg et al. nutzten diese Methode, um die Bindung des Ferredo-
xins an PSI zu analysieren (Wittenberg et al. 2013). Sie untersuchten ein heterologes
Kokonstrukt, in dem Ferredoxin u¨ber eine Linkerdoma¨ne an die PSI-Untereinheit PsaE
fusioniert wurde. Um die optimale La¨nge des Linkers zu berechnen, wurde die Bindung
des Ferredoxins an die cytoplasmatischen Untereinheiten simuliert. Anschließend wurde
berechnet, wie groß die Linkerdoma¨ne sein muss, damit Ferredoxin in die Bindungsstelle
gelangen kann. Um Ressourcen zu sparen, werden die Proteine im rigid-body docking
als rigide Strukturen betrachtet. Die Beweglichkeiten von Aminosa¨ureseitenketten und
Atomen des Proteinru¨ckgrats werden nur in grober Na¨herung in der Berechnung
beru¨cksichtigt. Eine weitere Einsparung von Ressourcen ist es, Bereiche des Proteins,
die voraussichtlich nicht an der Bindung beteiligt sind, zu verwerfen. Im Fall von
Wittenberg et al. wurde PSI auf seine drei cytoplasmatischen Untereinheiten redu-
ziert und der Beitrag der Transmembranuntereinheiten vernachla¨ssigt. Detailliertere
Informationen erha¨lt man u¨ber eine Moleku¨ldynamiksimulation. Fu¨r diese Methode
legt man den Liganden in eine potenzielle Bindungsstelle und simuliert die Bewe-
gung aller Atome der Bindungsstelle u¨ber mehrere Nanosekunden oder Mikrosekunden.
Moleku¨ldynamiksimulationen eignen sich, um die Interaktion eines kleinen Liganden
an ein Protein zu beschreiben. Solche Liganden ko¨nnen Wassermoleku¨le sein. Fu¨r apo-
PSII konnte gezeigt werden, dass nach Entfernen des Wasser oxidierenden Komplexes
(WOC) zwei Wassermoleku¨le dafu¨r sorgen, dass die WOC-Bindungstasche erhalten
bleibt (Han et al. 2019). Die Photosysteme sind fu¨r solche Berechnungen in der Regel
zu groß, daher werden sie als starre Ko¨rper beschrieben und nur der interessante Bereich
um den WOC wird simuliert. Neben der Simulation kleiner Liganden konnte auch die
Interaktion zwischen einem Photosystem und einem Koprotein simuliert werden. Um
die Bindung des Ferredoxins an PSI mittels Moleku¨ldynamik zu analysieren, wurde ein
Supercomputer verwendet (Kapoor et al. 2018). Die Simulation wies darauf hin, dass
Ferredoxin zwei unterschiedliche stabile Bindungen mit PSI eingehen kann.
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Abbildung 1.8: Nutzung von PSI auf Elektrodenoberfla¨chen. In PSI (gru¨n) wird durch
Belichtung (oranger Pfeil) ein Stromfluss erzeugt (roter Pfeil). Ist das PSI in unspezifischen
Orientierungen auf der Elektrode assembliert, so ist kein Stromfluss messbar (Elektrode A).
Bindet PSI dagegen mit seiner luminalen Seite an eine Schicht aus Cytochrom c (rosa),
so summiert sich der Stromfluss aller Proteine auf (Elektrode B). Elektrode B konnte in
der Arbeitsgruppe von Fred Lisdat an der Technischen Hochschule Wildau realisiert werden
(Stieger et al. 2014; Stieger et al. 2016a). Durch Kopplung eines Enzyms (schwarzer Kreis)
an Elektrode B ließe sich der Stromfluss fu¨r chemische Reaktionen nutzen (Elektrode C).
1.5 Biotechnologische Anwendung des
Photosystems I
Strukturelle Informationen und die Kenntnis der Bindungsstellen verbessern das
Versta¨ndnis der Stabilita¨t der Bindung und des Mechanismus des Elektronentrans-
ports. Solche Informationen ko¨nnen genutzt werden, um die Proteine fu¨r biotechno-
logische Anwendungen nutzbar zu machen. Der Elektronentransport vom luminalen
Cyt c6 u¨ber PSI zum cytoplasmatischen Ferredoxin gleicht einem Stromfluss. Immobi-
lisiert man PSI auf einer Elektrodenoberfla¨che, so kann dieser lichtinduzierte Stromfluss
gemessen werden (Nguyen und Bruce 2014). PSI kann daher als Spannungsquelle einge-
setzt werden. Um die Aktivita¨t des PSI effizient zu nutzen, muss ein Kontakt zwischen
der Elektrode und PSI bestehen und die Orientierung des PSI auf der Elektrode einheit-
lich sein (Feifel et al. 2015). Pra¨zipitiert PSI dagegen ungeordnet auf der Elektrodeno-
berfla¨che, so kann die Elektrode sowohl mit der luminalen als auch mit der stromalen
Seite in Kontakt sein, was einen Nettostromfluss von 0 ergibt (Abbildung 1.8). Um
den Kontakt und die Orientierung zu optimieren, werden die Elektrodenoberfla¨chen
modifiziert. Ein interessanter Ansatz ist es, Cytochrome und Plastocyanine auf der
Elektrodenoberfla¨che zu assemblieren und das PSI an diese Proteine binden zu lassen.
Die Elektrochemie von Cytochromen und deren Interaktion mit Elektrodenoberfla¨chen
wurden bereits detailliert analysiert (Bianco und Haladjian 1994). Hierbei sticht vor
allem Cytochrom c aus Pferdeherz (Cyt cHH) heraus, das aufgrund seiner Verfu¨gbarkeit
und Stabilita¨t ein ga¨ngiges Protein in der Elektrochemie ist (Allen et al. 1984). Cyt cHH
kann auf einer modifizierten Goldelektrode als homogene Schicht assembliert werden
und Elektronen an PSI weiterleiten (Stieger et al. 2014). Der native Elektronendonor
des PSI, Cyt c6, assembliert dagegen nur unzureichend auf modifizierten Goldelek-
troden, weshalb hierfu¨r eine andere Strategie angewandt wurde. Eine Graphenelek-
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trode wurde mit Nickel-Nitrilotriessigsa¨ure (Ni-NTA) modifiziert. Das Cyt c6 aus der
Rotalge Cyanidioschyzon merolae wurde mit einem Polyhistidin-Tag (His-Tag) expri-
miert, welcher an die Ni-NTA-Elektrode bindet (Janna Olmos et al. 2017; Kiliszek et al.
2018). PSI kann an diese mit Cytochrom beschichteten Elektroden mit seiner lumi-
nalen Seite binden und einen Stromfluss induzieren. Anstatt Strom zu produzieren,
kann das negative Redoxpotenzial des Eisen-Schwefel-Zentrums FB genutzt werden,
um nachfolgende Prozesse anzutreiben. Es wurden bereits unterschiedliche Ansa¨tze
realisiert, um die von PSI generierten Elektronen zur Produktion von molekularem
Wasserstoff zu nutzen. Die Wasserstoffproduktion kann dabei u¨ber Katalysatoren wie
Platin oder Cobaloxime erfolgen (Grimme et al. 2008; Utschig et al. 2011). Nutzt man
statt eines synthetischen Katalysators dagegen Enzyme wie Hydrogenasen, so erreicht
man zehnmal gro¨ßere Raten der Wasserstoffproduktion (Kargul et al. 2012). Durch eine
direkte Kopplung der Hydrogenase mit PSI erreicht man sogar Umsatzraten, die die
natu¨rliche Umsatzrate der Photosynthese u¨bertreffen (Lubner et al. 2011). Durch die
Hydrogenase wurde auch die Machbarkeit der Proteinkopplung von PSI mit nachge-
schalteten Enzymen belegt. Neben der Hydrogenase ist die Kopplung weiterer Enzyme
beabsichtigt. Ein solches weiteres Enzym wa¨re die Formiatdehydrogenase (FDH), die
CO2 zu Ameisensa¨ure reduziert. Fu¨r die bisher durchgefu¨hrten Arbeiten stand PSI
nicht in direktem Kontakt mit Elektroden. Es wurde stets ein lo¨slicher Elektronen-
donor genutzt, wodurch die Reaktionen diffusionsabha¨ngig abliefen. Um mo¨glichst hohe
Umsatzraten zu erreichen, sollten die Elektrode und die Proteine in direktem Kontakt
zueinander sein. Hierfu¨r kann die Koassemblierung des PSI mit Cytochromen auf der
Elektrode genutzt werden. Es handelt sich dabei um ein komplexes System aus Elek-
trode, Cytochrom, PSI und nachgeschaltetem Enzym. Die Elektrode und jedes dieser
Proteine haben unterschiedliche Anforderungen an die Zusammensetzung des Reakti-
onsmediums. Fu¨r die Reaktion ist daher die Kenntnis der optimalen Reaktionsbedin-
gungen erforderlich. Auch ist eine Optimierung der Bindung zwischen den Proteinen
notwendig.
1.6 Ziel der Arbeit
Photosystem I (PSI) ist in der biotechnologischen Anwendung von großem Interesse.
Es ist ein sehr stabiles Protein mit einer Quantenausbeute von nahezu 100 % (Bressan
et al. 2016). Das Versta¨ndnis von Elektronentransportprozessen zwischen Cytochrom c6
(Cyt c6) bzw. Plastocyanin (Pc) und PSI basiert auf spektroskopischen Messungen. Die
Bindungsstelle der Proteine konnte bisher noch nicht strukturell gelo¨st werden. Ebenso
sind Umlagerungsprozesse in PSI aufgrund von Elektronentransferprozessen noch nicht
strukturell beschrieben worden. In eukaryotischem PSI binden Cyt c6 und Pc zuerst an
eine hochaffine Bindungsstelle von PsaF. Diese Bindungsstelle unterscheidet sich vom
aktiven Elektronentransferkomplex (Herva´s et al. 1992). Cyanobakterielles PSI bildet
dagegen keine hochaffine Bindungsstelle aus (Hatanaka et al. 1993). Allerdings wurde
aufgrund des Vorhandenseins von zwei Elektronendonoren in Cyanobakterien, Cyt c6
und Pc, ein niedriger Selektionsdruck fu¨r die Bindungsstelle postuliert. Es wird ange-
nommen, dass die Bindungsstelle in Cyanobakterien weniger gut definiert ist (Crowley
und Ubbink 2003; Herva´s et al. 2005). Das Genom von T. elongatus beinhaltet dagegen
kein Gen fu¨r Pc; Cyt c6 ist der einzige Elektronendonor. Vor dem Hintergrund der
Nutzbarkeit von PSI bescha¨ftigt sich meine Arbeit mit der Struktur von PSI und der
Bindung seines Elektronendonors. Ziel ist es, die Kostruktur der beiden Proteine zu
lo¨sen. Hierzu wurden PSI und Cyt c6 aus dem Modellorganismus T. elongatus analy-
siert. Auch die Bindung zwischen PSI und dem mitochondrialen Cytochrom c aus Pfer-
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deherz (Cyt cHH) wurde aufgrund dessen Rolle fu¨r biotechnologische Anwendungen
charakterisiert.
Hierfu¨r analysierte ich die Bindung des Cyt cHH und des Cyt c6 an PSI mit Hilfe
von Reduktionskinetiken und mit isothermer Titrationskalorimetrie. Die daraus gewon-
nenen Erkenntnisse fu¨r die Bindungseigenschaften stellten die Grundlage fu¨r die
Analyse der jeweiligen Bindungsstelle dar. Durch eine theoretische Analyse beste-
hend aus rigid-body docking und elektrostatischen Berechnungen erstellte ich ein
Bindungsmodell fu¨r beide Cytochrome. Dieses Bindungsmodell sollte durch struk-
turelle Methoden verifiziert werden. Daher untersuchte ich die Bildung des PSI-
Cytochrom c-Komplexes mit Hilfe von Kleinwinkelstreuung. Um den PSI-Cyt cHH-
Komplex hochaufgelo¨st zu charakterisieren, wurde PSI mit Cyt cHH kokristallisiert.
Ferner wurde ein Protokoll erstellt, um Kokristalle an einem XFEL-Strahlengang zu
messen. Die Elektronenmikroskopie erwies sich als geeignet, um die Bindungsstelle des
PSI-Cyt c6-Komplexes zu analysieren. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde die
Struktur des PSI mittels Ro¨ntgenstrukturanalyse unter tiefen Temperaturen (100 K),
Ro¨ntgenstrukturanalyse bei Raumtemperatur und Strukturanalyse an einem Elektro-
nenmikroskop gemessen. Unterschiede dieser PSI-Strukturen wurden in Bezug auf die
Funktion des Proteins, insbesondere den Exzitonentransfer und den Elektronentransfer,
analysiert.
Kapitel 2
Material, Methoden und Theorie
2.1 Materialienliste
Die verwendeten Chemikalien wurden von Applichem, Carl Roth, Merck, Sigma-Aldrich
und Thermo Fisher Scientific mit mindestens analytical grade bezogen.
2.1.1 Puffer
BN-PAGE-Anodenpuffer 25 mM Imidazol, pH 7
BN-PAGE-Kathodenpuffer 50 mM Tricin, 7,5 mM Imidazol, 0,02 %
Coomassie-Brilliantblau G250, pH 7
BN-PAGE-Solubilisierungspuffer 0,4 % N -Dodecyl-β-D-Maltosid (DDM), 0,2 %
Coomassie-Brilliantblau G250, 50 mM Imidazol,
50 mM NaCl, 2 mM 6-Aminohexansa¨ure, 1 mM
EDTA, 5 % Glycerin, pH 7
CgX-Puffer 5 mM MES, pH 6,0, 5 % Glycerin, 20 mM CaCl2,
0,02 % DDM mit X mM MgSO4
Cyt c6-Puffer 25 mM Tricin-NaOH, pH 8,0, 0,02 % DDM,
200 mM MgSO4
Cyt cHH-Puffer 25 mM Tricin-NaOH, pH 8,0, 0,02 % DDM,
25 mM NaCl
DLS-Standardpuffer 25 mM Tricin pH 8,0, 100 mM NaCl, 0,02 %
DDM
GX-Puffer 5 mM MES pH 6,0, 0,02 % DDM mit X mM
MgSO4
MCM-Puffer 20 mM MES-NaOH, pH 6,0, 20 mM CaCl2,
10 mM MgCl2
Ni-NTA-Bindepuffer 20 mM Imidazol, 20 mM Phosphat, 500 mM
NaCl, pH 7,5
Ni-NTA-Elutionspuffer 250 mM Imidazol, 20 mM Phosphat, 500 mM
NaCl, pH 7,5
SDS-PAGE-Laufpuffer 3 g · l–1 Tris, 14,4 g · l–1 Glycin und 0,1 % SDS
2.1.2 Sa¨ulenmaterial
Roti®garose-His/Ni Beads (Carl Roth), 5 ml bzw. 25 ml-Sa¨ule
His TrapTM HP (GE Healthcare), 1 ml-Sa¨ule
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Q-SepharoseTM fast flow (GE Healthcare), 200 ml-Sa¨ule
TOYOPEARL® DEAE-650S (Sigma-Aldrich), 10 ml bzw. 600 ml-Sa¨ule
2.2 Proteinaufreinigung
2.2.1 Photosystem I
Die Anzucht von T. elongatus , die Solubilisierung der Membranproteine und die
Trennung der beiden Photosysteme erfolgten nach ga¨ngigen Protokollen (Kern et al.
2005). T. elongatus wurde in 30 l eines modifizierten Castenholz-Mediums D in
einem Photobioreaktor bei 48 °C angezogen (0,52 mM Ethylendiamintetraessigsa¨ure
(EDTA), 0,41 mM MgSO4, 1 mM KNO3, 8 mM NaNO3, 1 mM Na2HPO4, 1,4 mM NaCl,
0,027 mM Eisen-EDTA, 6 mM NaHCO3 und 0,35 mM CaCl2; zu 30 l Lo¨sung wurde
1,5 ml der zehnfach konzentrierten Mikrona¨hrstofflo¨sung zugegeben, wobei CoCl2 durch
0,58 g · l–1 Co(NO3)2 ersetzt wurde, Castenholz 1988). Der pH-Wert von 7,8 wurde
durch Zugabe von CO2 konstant gehalten. Die Zellen wurden nach der Ernte bei
–80 °C gelagert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Inkubation mit Lysozym fu¨r 30 min
bei 48 °C und anschließendes mechanisches Aufbrechen in einer Yeda-Presse bei 3 MPa
in MCM-Puffer (20 mM MES-NaOH, pH 6,0, 20 mM CaCl2, 10 mM MgCl2) mit
500 mM Mannitol. Das Zelllysat wurde zweimal mit Hochsalzpuffer (300 mM CaCl2,
150 mM MgCl2, 20 mM MES-NaOH, pH 6) bei Raumtemperatur gewaschen, um Phyco-
bilisomen von den unlo¨slichen Thylakoidmembranen abzutrennen. Fu¨r eine gro¨ßere
PSImono-Ausbeute erfolgte der Waschschritt bei 70 °C. Das gewaschene Lysat wurde
anschließend in MCM-Puffer mit 5 % Glycerin auf eine Chlorophyllkonzentration von
1,7 mM homogenisiert. Die Membranproteine wurden mit 0,55 % (Standardbedingung)
oder 2 % DDM (siehe Abschnitt 2.9.2) u¨ber 5 min solubilisiert und anschließend mit
Cg0-Puffer vermischt. Ungelo¨ste Bestandteile wurden bei 4 °C fu¨r 30 min bei 48 000 rpm
(Rotor 50.2 Ti, Beckman Coulter) abzentrifugiert. Der U¨berstand wurde auf eine
Leitfa¨higkeit von 4,7 mS · cm–1 eingestellt und auf eine DEAE-650S-Sa¨ule aufgetragen.
Um PSI von PSII chromatografisch zu trennen, wurde mit Cg0- und Cg100-Puffer
die MgSO4-Konzentration erho¨ht. Hierbei eluierte PSI mit einer Leitfa¨higkeit von
7,5 mS · cm–1. Mit einem zweiten chromatografischen Schritt wurde eine carotinoid-
haltige Verunreinigung von PSI an einer Q-Sepharose-Sa¨ule abgetrennt. Die Sa¨ule
wurde mit zwei Sa¨ulenvolumen (CV) G60-Puffer, der ungefa¨hr der Leitfa¨higkeit der
PSI-Probe entsprach, a¨quilibriert. Das Volumen der PSI-Probe betrug in der Regel
3 CV bis 5 CV. Die Sa¨ule wurde mit 2,5 CV G90 gewaschen, hierbei eluierte PSImono.
Anschließend wurde u¨ber 2 CV mittels eines linearen Gradienten bis G150 erho¨ht und
anschließend 2 CV konstant bei G150 gehalten. PSItri begann ab einer Leitfa¨higkeit von
9,0 mS · cm–1 zu eluieren (G100) und erreichte die Peakelution bei 10,0 mS · cm–1 bis
10,5 mS · cm–1 (G120). Die Position des Peaks ist abha¨ngig von der Auftragsmenge. Das
eluierte PSI wurde in einer Amicon®-Ru¨hrzelle (Millipore) an einer 100 000 MWCO
Polyethersulfon-Membran (Biomax®, Millipore) auf ca. 10 ml ankonzentriert. Das
konzentrierte PSItri wurde fu¨r 20 min bei 3000 g abzentrifugiert. Der U¨berstand wurde
u¨ber 2 h durch langsames Hinzutropfen des 30-fachen Volumens an G0-Puffer aus einer
Bu¨rette unter Ru¨hren verdu¨nnt. Die finale Leitfa¨higkeit sollte ≤ 1 mS · cm–1 betragen.
Bereits nach wenigen Stunden waren PSItri-Kristalle zu erkennen. Fu¨r eine maxi-
male Ausbeute wurde der Kristallisationsansatz u¨ber zwei bis drei Tage inkubiert.
Die Chlorophyllkonzentration des U¨berstands nach der Kristallisation sollte 10 µM
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bis 30 µM betragen und im Absorptionsspektrum eine Peakposition von 679 nm bis
680 nm haben. Die Kristalle wurden bei 4 °C gelagert. Bei unzureichender Qualita¨t des
Proteins wurden die Kristalle in G150-Puffer gelo¨st und erneut kristallisiert. Gru¨nde
fu¨r die erneute Umkristallisation waren: a) Beim Ankonzentrieren des PSI auf der
Polyethersulfon-Membran kam es zur Bildung eines orangen Niederschlags oder beim
anschließenden Abzentrifugieren zur Bildung eines carotinoidhaltigen Pellets; b) die
Chlorophyllkonzentration des Kristallisationsu¨berstands betrug mehr als 30 µM; c)
das Absorptionsspektrum des PSItri wies nach Kristallisation eine Peakabsorption von
≤679 nm statt 680 nm auf.
Die Proteinkonzentration wurde im wa¨ssrigen Medium photometrisch bestimmt. Fu¨r
Chlorophyll wurde ein Extinktionskoeffizient von ε680nm = 57,1 mM
–1 · cm–1 und fu¨r
P700 ε680nm = 5,5 µM–1 · cm–1 genutzt (Mu¨h und Zouni 2005).
2.2.2 Cytochrom c
Cytochrom c aus Pferdeherz (Cyt cHH) wurde von Sigma-Aldrich in ≥95 % und ≥99 %
Reinheit bezogen. 99 % Reinheit wurde zur Kokristallisation genutzt, 95 % fu¨r alle
anderen Messungen. Die Cyt cHH-Konzentration wurde in Anwesenheit von 20 mM
Natriumascorbat photometrisch mittels ε550nm = 29,5 mM
–1 · cm–1 bestimmt (Van
Gelder und Slater 1962).
Cyt c6 aus Synechocystis sp. PCC 6803 wurde von Dr. Mahdi Hejazi zusammen
mit dem Maturationsvektor pEC86 (Arslan et al. 1998) heterolog in E. coli BL-21
kloniert. Die U¨berexpression wurde mit 0,25 mM IPTG ab einer OD von 1 begonnen,
und E. coli -Proteine wurden vor der Fa¨llung des Cyt c6 mit 50 % Ammoniumsulfat-
Sa¨ttigung (4 °C) abgetrennt. Nach Fa¨llung unter 95 % Ammoniumsulfat-Sa¨ttigung
wurde Cyt c6 gegen 5 mM Tricin-NaOH (pH 8) dialysiert und auf einer 10 ml-DEAE-
Sa¨ule (TOYOPEARL®-650S) mit steigender NaCl-Konzentration eluiert.
Cyt c6 aus T. elongatus wurde von Dr. Mahdi Hejazi heterolog in E. coli kloniert.
Als Primer fu¨r das tll1283-Gen dienten 5′-CTCGAGGCCTGCCCAACCCTT-3′ und
5′-GCTGCCCCATGGCCGCAGATCTCGCCAACGGC-3′ mit Restriktionsschnitt-
stellen fu¨r XhoI und NcoI (unterstrichen). Das Gen wurde in pJet1.2 kloniert und
amplifiziert. Anschließend wurde es in den Expressionsvektor pET22b u¨berfu¨hrt und
in einen E. coli BL21-Klon, der ebenfalls den pEC86-Maturationsvektor (Arslan et al.
1998) trug, kloniert. Fu¨r die Isolation des Cyt c6 wurde E. coli bis zu einer OD
von 0,8 bei 37 °C angezogen und anschließend u¨ber Nacht bei Raumtemperatur inku-
biert. Eine Zugabe von IPTG, wie in Arslan et al. beschrieben, erfolgte nicht. Das
Protein wurde aus dem Periplasma extrahiert. Die Zellen wurden dazu abzentrifu-
giert (3500 g, 10 min, 4 °C, JLA-8.1000-Rotor; das Pellet muss rosa sein), pro Liter
Kultur mit 50 ml 20 % (w/w) Saccharose, 10 mM Tris (pH 8) und 1 mM EDTA fu¨r
30 min auf Eis unter gelegentlichem Ru¨hren inkubiert und anschließend fu¨r 10 min bei
12 000 g, 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde pro Liter Kultur in 50 ml eiskaltem
10 mM Tricin pH 8,0, 5 mM MgSO4 aufgenommen, 10 min auf und ab pipettiert und
anschließend abzentrifugiert (10 000 g, 10 min, 4 °C). Die durch EDTA destabilisierte
Periplasmamembran platzte durch den osmotischen Schock und die periplasmatischen
Proteine konnten aus dem U¨berstand isoliert werden. Der U¨berstand wurde 1 : 1 mit Ni-
NTA-Bindepuffer (20 mM Imidazol, 20 mM Phosphat, 500 mM NaCl, pH 7,5) versetzt,
auf eine 25 ml-Ni-NTA-Sa¨ule aufgetragen (Roti®garose-His/Ni, Carl Roth), mit 8 CV
Ni-NTA-Bindepuffer gewaschen und u¨ber 6 CV mit einem linearen Gradienten zu
Ni-NTA-Elutionspuffer (250 mM Imidazol, 20 mM Phosphat, 500 mM NaCl, pH 7,5)
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eluiert. Die Fraktionen des Elutionspeaks wurden vereinigt, mit 5 mM Natriumascorbat
vollsta¨ndig reduziert und gegen 1 mM Tricin-NaOH (pH 7,2) auf eine Leitfa¨higkeit von
0,3 mS · cm–1 bis 0,4 mS · cm–1 dialysiert. Das Protein wurde mittels 20 ml-DEAE-Sa¨ule
(TOYOPEARL®-650S) weiter aufgereinigt. Die Sa¨ule wurde mit 25 mM Tricin-NaOH
(pH 7,2) a¨quilibriert und nach Probenauftragung mit demselben Puffer fu¨r 10 CV
gewaschen. Die Elution erfolgte mit einem isokratischen Fluss bei 25 mM Tricin-NaOH
(pH 7,2) mit 10 mM NaCl u¨ber 5 CV. Die Cyt c6-Konzentration wurde in Anwesenheit
von 20 mM Natriumascorbat photometrisch mittels ε553nm = 25 mM
–1 · cm–1 bestimmt
(Herva´s et al. 1994).
2.3 Gelelektrophorese
Die Gelelektrophorese wurde genutzt, um die Reinheit und die Untereinheitenzu-
sammensetzung der isolierten Proteine zu charakterisieren. Die Methode beruht
darauf, dass Proteine beim Durchqueren einer Gelmatrix der Gro¨ße nach aufgetrennt
werden. Die Eigenladung der Proteine wird durch Natriumdodecylsulfat (siehe SDS-
PAGE) bzw. Coomassie-Brilliantblau (siehe blue-native-PAGE) u¨berdeckt, wodurch
die Proteine in einem elektrischen Feld durch die Gelmatrix zur Anode wandern.
2.3.1 BN-PAGE
In der blue-native-PAGE (BN-PAGE) werden native Proteinkomplexe ihrer Gro¨ße
nach aufgetrennt. Die einzelnen Proteinuntereinheiten dissoziieren hierbei nicht, sodass
u¨berpru¨ft werden kann, ob das PSI als Monomer, Trimer oder ho¨here Oligomerisa-
tionszusta¨nde vorliegt. Es wurde ein Protokoll gema¨ß Wittig et al. (2006) genutzt.
Alle Arbeiten erfolgten bei pH 7. Das Poly-Acrylamidgel wurde aus 25 mM Imidazol,
500 mM 6-Aminohexansa¨ure und 8 % bis 4 % Acrylamid (RotiphoreseTM Gel 30,
Carl Roth, mit 37,5 : 1 Acrylamid:Bisacrylamid) als Schichtgradientengel mit vier
Schichten hergestellt. Die Aminohexansa¨ure sto¨rt elektrostatische Wechselwirkungen,
die zur Proteinaggregation fu¨hren ko¨nnen und ist ein Proteaseinhibitor. Die Dichte
der Gelschichten wurde mit 12 % (unterste Schicht) bis 0 % (oberste Schicht) Glycerin
erho¨ht. Damit die Schichten wa¨hrend des Gießvorgangs nicht polymerisierten, wurde
die Polymerisation mit nur 1/200 Volumen 10 % Ammoniumpersulfat (APS) und
1/2000 Volumen Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet. 2 µg Chl (PSI) wurde
mit Solubilisierungspuffer (0,4 % DDM, 0,2 % Coomassie-Brilliantblau G250, 50 mM
Imidazol, 50 mM NaCl, 2 mM 6-Aminohexansa¨ure, 1 mM EDTA, 5 % Glycerin, pH 7)
auf das Auftragsvolumen aufgefu¨llt und auf das Gel aufgetragen. Der Lauf erfolgte
bei 4 °C in einer Mini-Protean®-Gelapparatur (Bio-Rad) mit getrenntem Kathoden-
puffer (50 mM Tricin, 7,5 mM Imidazol, 0,02 % Coomassie-Brilliantblau G250, pH 7)
und Anodenpuffer (25 mM Imidazol, pH 7) mit 17 mA · cm–2 (15 mA pro Gel).
2.3.2 SDS-PAGE
In der SDS-PAGE werden Proteine denaturiert und ihre Untereinheiten der Gro¨ße nach
aufgetrennt. Fu¨r Membranproteine ist zu beachten, dass die Denaturierung schonend
erfolgen muss, um die Bildung unlo¨slicher Aggregate zu vermeiden. Die SDS-PAGE
wurde nach dem Protokoll von Ulrich La¨mmli (Laemmli 1970) durchgefu¨hrt. Hierbei
wird eine hohe Trennscha¨rfe durch ein System aus einem Trenn- und einem Sammelgel
mit unterschiedlichen pH-Werten realisiert. Der pH-Wert des Probenpuffers und des
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Sammelgels ist nur geringfu¨gig ho¨her als der isoelektrische Punkt (pI) des im Laufpuffer
enthaltenen Glycins (pI = 6), weshalb dieses u¨berwiegend als Zwitterion vorliegt. Legt
man eine Spannung an das Gel an, wandern die in der Probe enthaltenen Bestandteile
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit: Die im Probenpuffer enthaltenen Chloridionen
wandern am schnellsten und bilden eine negativ geladene Lauffront. Darauf folgen
die durch SDS negativ geladenen Peptide. Zuletzt dringt das Glycin in das Gel ein.
Diese drei Bestandteile bilden ein elektrisches Feld, das dem Feld der angelegten Span-
nung entgegengesetzt ist und damit die weiter eingedrungenen Peptide verlangsamt.
Im Sammelgel staucht sich daher die Peptidbande, bis sie an das Trenngel gelangt.
Sobald das Glycin das Trenngel (pH 8,8) erreicht, nimmt seine negative Ladung zu,
wodurch das bremsende elektrische Feld aufgehoben wird. Die zuvor an einem Punkt
gesammelten Peptide ko¨nnen nun aufgetrennt werden.
Das Trenngel bestand aus 10 % bis 15 % Acrylamid (RotiphoreseTM Gel 30, Carl
Roth, mit 37,5 : 1 Acrylamid:Bisacrylamid), 375 mM Tris-HCl (pH 8,8) und 0,1 % SDS.
Es wurde mit 1/100 Volumen 10 % APS und 1/1000 Volumen TEMED polymeri-
siert. Je nach Bedarf wurde das Trenngel in einer (einzelne Proteine) oder drei (PSI)
Schichten gegossen und mit Wasser u¨berschichtet. Das Sammelgel bestand aus 5 %
Acrylamid, 62,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 0,1 % SDS und wurde wie das Trenngel mit
APS und TEMED polymerisiert. Die Proben wurden mit Probenpuffer (62,5 % Tris-
HCl (pH 6,8), 2 % SDS, 100 mM Dithiothreitol (DTT), 10 % Glycerin und 0,1 % Brom-
phenolblau) versetzt und fu¨r 5 min bei 95 °C (lo¨sliche Proteine) oder fu¨r 2 h bei 40 °C
(Membranproteine) denaturiert. Der Lauf erfolgte bei Raumtemperatur in einer Mini-
Protean®-Gelapparatur (Bio-Rad) mit 23 mA · cm–2 (20 mA pro Gel). Der Laufpuffer
bestand aus 3 g · l–1 Tris, 14,4 g · l–1 Glycin und 0,1 % SDS.
2.3.3 Western Blot
Cyt cHH wurde mittels Western Blot analysiert. Hierbei werden Proteinproben in
einer SDS-PAGE getrennt und anschließend auf eine Membran geblottet. Ein auf der
Membran geblottetes Protein kann mit einem spezifischen Antiko¨rper nachgewiesen
werden. Das wie in Abschnitt 2.3.2 angefertigte SDS-Gel wurde mit Wasser gewaschen
und in eine XCell-SureLockTM-Gelkammer fu¨r einen wet blot u¨berfu¨hrt. Geblottet
wurde mit NuPAGE-Transferpuffer (Thermo Fisher Scientific) auf eine Nitrocellulose-
membran fu¨r 2 h bei 30 V. Anhand eines vorgefa¨rbten Proteinmarkers (Color Prestained
Protein Standard, Broad Range, New England Biolabs) wurde die Vollsta¨ndigkeit des
Blots u¨berpru¨ft. Die Membran wurde mit 5 % Milchpulver in TBST-Puffer fu¨r 1 h
geblockt. Der α-Cyt cHH-Antiko¨rper (7H8.2C12, Maus, Abcam) wurde u¨ber Nacht
1 : 500 in TBST mit 5 % Milchpulver bei 4 °C gebunden. Als sekunda¨rer Antiko¨rper
diente ein α-Maus-Antiko¨rper (62-6520, Ziege, Invitrogen) mit gekoppelter Meerret-
tichperoxidase in 1:5000 Verdu¨nnung. Die Membran wurde mit PierceTM ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific) versehen und die Lumineszenz der gebun-
denen Peroxidase in einem ChemiDocTM Imaging System (Bio-Rad) quantifiziert. Die




Die Mehrheit der Reaktionsraten wurde u¨ber die Rate der Sauerstoffreduktion durch
PSI an einer Clark-Elektrode gemessen. Die Elektrode besteht aus einer Platinka-
thode und einer Silberanode, die durch eine 3 M KCl-Lo¨sung in Kontakt stehen.
Die KCl-Lo¨sung ist vom Reaktionsraum durch eine fu¨r Gase permeable Teflonmem-
bran getrennt. Sauerstoff kann aus dem Reaktionsraum durch die Membran diffun-
dieren und wird an der Platinkathode reduziert. Im Gegenzug wird das Silber der
Anode oxidiert und fa¨llt als AgCl aus. Der dabei fließende Strom ist das gemes-
sene Signal, das mit bekannten Sauerstoffkonzentrationen geeicht wird. Das Reakti-
onsschema ist in Abbildung 2.1 dargestellt: Der Elektronendonor Cyt cHH, Cyt c6
oder 2,6-Dichlorophenol-Indophenol (DCPIP) wird durch Natriumascorbat reduziert.
Der Elektronendonor bindet an PSI und reduziert das Chlorophylldimer P700. Nach
Belichtung wird P700 oxidiert und das Elektron gelangt u¨ber die Elektronentransport-
kette zu dem terminalen Eisen-Schwefel-Zentrum FB, von dem es auf Methylviologen
(MV) u¨bertragen wird. MV reduziert den gelo¨sten Sauerstoff. Aus der A¨nderung der
Sauerstoffkonzentration wird die Reduktionsrate bestimmt.
Die Bindung des Cytochroms und die nachfolgenden Redoxreaktionen lassen sich mit
der Michaelis-Menten-Theorie beschreiben (Michaelis und Menten 1913). Hierbei wird
das Cytochrom als Substrat (S) und das Photosystem als Enzym (E) eingesetzt. Der







Die Reaktionsraten kon und koff sind die Assoziations- bzw. Dissoziationsrate des
Enzym-Substrat-Komplexes. Die Wechselzahl kcat beinhaltet alle Reaktionen vom
Ladungstransfer zwischen Cytochrom und P700 u¨ber die Ladungstrennung und die
Reduktion des MV bis hin zur Reduktion des Sauerstoffs. Die Sauerstoffreduktions-
rate war unabha¨ngig von der Sauerstoff- und der MV-Konzentration. Durch Einsetzen




K M + [S]
. (2.1)
Dabei ist v die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion bei einer gegebenen Konzentra-
tion des Substrats [S], vmax die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion unter sa¨ttigender
Substratkonzentration und K M die Michaeliskonstante. Der Standardreaktionsansatz
bestand aus 5 µg Chlorophyll ·ml–1 (60 nM P700), 16 µM Cyt cHH, 2 mM Natriu-
mascorbat, 300 µM Methylviologen, 0,02 % DDM, 25 mM Tricin-NaOH (pH 8,0) bei
20 °C. Die Messung erfolgte an einem Oxygraph+ (Hansatech). 200 µl bis 400 µl Reak-
tionslo¨sung wurde im Dunkeln kontinuierlich geru¨hrt (mit 60 % der Maximalleistung)
und durch einen Deckel verschlossen. Die Messung wurde durch Belichtung gest-
artet (1000 µmol Lichtquanten ·m–2 · s–1) und das Signal u¨ber 30 s oder so lange, bis
die Sauerstoffkonzentration 30 µM erreichte, gemessen. Fu¨r die Bestimmung der PSI-
Cytochrom-Affinita¨t wurden mindestens zehn unterschiedliche Konzentrationen con
Cyt cHH bzw. Cyt c6 als Substratkonzentrationen in die Michaelis-Menten-Gleichung
eingesetzt und mit einem Levenberg-Marquardt-Algorithmus in MATLAB ausgewertet.
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Abbildung 2.1: Reaktionsschema der Sauerstoffreduktion durch den PSI-
Detergenskomplex (links) und Auswertung der Kinetik mit dem Michaelis-Menten-Modell
(rechts).
2.4.2 P700-Reduktion
Die Reduktion des P+700 wurde u¨ber den differenziellen Extinktionskoeffizienten
ε820nm =6,5mM
–1cm–1 bestimmt. Das P700 wird durch einen intensiven Lichtblitz
vollsta¨ndig zu P+700 oxidiert und die Kinetik der Rereduktion durch das Cytochrom




= kon · [Cyt] · [P+700]. (2.2)
Hierbei ist t die Zeit und kon die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung. Diese
Differenzialgleichung beschreibt die Reduktion des P+700, bis alles P700 wieder reduziert
vorliegt ([P700]total), vom Anfangszeitpunkt t0 bis zum Zeitpunkt t. Durch Lo¨sen der
Differenzialgleichung in diesen Grenzen ergibt sich die einfache Exponentialfunktion
[P+700] = [P700]total · e–kon · [Cyt] · t. (2.3)
Um Sa¨ttigungseffekte zu vermeiden, wird kon · [Cyt] zu einer beobachteten Konstante
kobs zusammengezogen und kon aus der Steigung des linearen Bereichs von kobs gegen
[Cyt] bestimmt.
Die Messung erfolgte an PSItri mit 20 µg ·ml–1 Chlorophyll mit 0,5 µM bis 50 µM Cyt c
bei Raumtemperatur. Cyt cHH wurde in 5mM Phosphatpuffer (pH 7,5 oder pH 8,0)
gemessen, Cyt c6 in 25mM Tricin (pH 8,0). Ferner waren 2mM Natriumascorbat,
30 µM Methylviologen und 0,02% DDM enthalten. Die Ku¨vette hatte eine La¨nge
von 1 cm. Die Probe wurde zehnmal mit je einem Blitz einer Xe-Lampe von 15µs
La¨nge angeregt und u¨ber 4 s kontinuierlich mit monochromatischem Licht bei 826 nm
gemessen. Die Messapparatur wurde von Dr. E. Schlodder (Technische Universita¨t
Berlin) bereitgestellt und ist in Witt et al. (2002) beschrieben.
2.5 Massenspektrometrie
Die Vollsta¨ndigkeit der PSI-Untereinheiten sowie die Anwesenheit von Cyt cHH in
Kokristallen wurden mittels matrixunterstu¨tzter Laserdesorption/-ionisierung (Matrix
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Assisted Laser Desorption/Ionization, MALDI) u¨ber Flugzeitanalyse (Time Of Flight,
TOF) untersucht. Hierbei wird die Proteinprobe in Trifluoressigsa¨ure (TFA) denatu-
riert und in eine Licht absorbierende Matrix eingebettet. Die Matrix wird mitsamt
der Proteinprobe durch einen Laserpuls verdampft und ionisiert. An das Gas wird ein
elektrisches Feld mit der Spannung U angelegt, das die Probe durch eine Ringanode
in einen Flugzeitanalysator beschleunigt. Die kinetische Energie E kin des Partikels ist
abha¨ngig von der Ladung z :
Ekin = z · e · U, (2.4)
wobei e die Elementarladung ist. Partikel mit großer Masse m erfahren eine gerin-





·m · v2 ⇐⇒ v2 = 2 · Ekin
m
. (2.5)
Der Flugzeitanalysator misst die Dauer t, die ein Partikel beno¨tigt, um die Driftstrecke





Durch Einsetzen von Gleichung 2.4 und 2.5 in Gleichung 2.6 ergibt sich eine Auftren-






2 · e · U . (2.7)
Die Proben (0,5 g · l–1 bis 2 g · l–1 Protein oder einzelne Kristalle) wurden mit 0,1 %
TFA denaturiert. Als Matrix wurde Sinapinsa¨ure genutzt (gesa¨ttigte Lo¨sung in 40 %
Acetonitril, 0,1 % TFA), da diese in Anwesenheit des PSI kristallisierte und ein gutes
Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis ergab. Bei der Auswertung war darauf zu achten, dass
Sinapinsa¨ure mit Peptiden kondensieren kann und somit Massen auftraten, die um ein
ganzzahliges Vielfaches von +206 mz gegenu¨ber den Peptidbanden verschoben waren.
Je 1 µl der Probe wurde mit 1 µl der Matrixlo¨sung auf der Zielplatte gemischt und
luftgetrocknet. Die Messung erfolgte an einem Microflex-Spektrometer (Bruker) im
linearen Positive-Ionen-Modus in der Arbeitsgruppe von Dr. J. Fettke (Universita¨t
Potsdam). Die Daten wurden mit mMass ausgewertet (Niedermeyer und Strohalm
2012).
2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie
Die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) ist eine Methode zur Bestimmung von
Bindungsenergien zwischen einem Protein und seinem Liganden. Das Protein wird in
eine Messzelle gegeben, wa¨hrend eine Referenzzelle mit Wasser befu¨llt wird. Mess- und
Referenzzelle sind von einem Mantel umgeben, der 5 °C ka¨lter ist und den Zellen somit
kontinuierlich Wa¨rme entzieht. Das Kalorimeter heizt beide Zellen und bestimmt die
Differenz der Heizleistung (dP) zwischen Mess- und Referenzzelle, die es aufwenden
muss, um beide Zellen auf konstanter Temperatur zu halten. Der schematische Aufbau
ist in Abbildung 2.2 gezeigt. Wird ein Ligand in die Messzelle gegeben, so bindet er
an das Protein. Diese Bindung kann Wa¨rme freisetzen (exotherm) oder dem System
entziehen (endotherm). Die Temperatur der Messlo¨sung a¨ndert sich und folglich a¨ndert
sich dP. Wird der Ligand in kleinen Schritten zum Protein titriert, erha¨lt man fu¨r
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau des isothermen Titrationskalorimeters.
jeden Titrationsschritt eine dP-Bande, deren Fla¨che die freigesetzte Wa¨rmemenge Q
darstellt. Q setzt sich zusammen aus der Bindungsenthalpie ∆H, dem Zellvolumen zu
Beginn der Messung V 0, der Anzahl der Ligandenbindungsstellen pro Protein n, dem
Beladungsgrad Θ und der im Messvolumen vorliegenden Proteinkonzentration [M ]ges.
Q = n ·Θ · [M]ges ·∆H · V0, (2.8)
wobei Θ die Information u¨ber die Affinita¨t des Proteins zum Liganden beinhaltet:
KA =
Θ
(1 – Θ) · [L] . (2.9)
KA ist die Assoziationskonstante und [L] die Konzentration des ungebundenen
Liganden. Wa¨hrend der Titration erha¨lt man fu¨r jede Ligandenkonzentration die korre-
spondierende Wa¨rmemenge Q i. In der Praxis wird die A¨nderung der freigesetzten
Wa¨rmemenge ∆Q i gegen das Verha¨ltnis
[L]ges
[M]ges
aufgetragen. Hierbei ist zu beachten,
dass sich [L]ges und [M ]ges durch das hinzutitrierte Volumen a¨ndern. Ebenfalls wird
aufgrund der Titration ein Teil der proteinhaltigen Lo¨sung aus der Messzelle verdra¨ngt
bevor das verdra¨ngte Protein mit dem neu hinzutitrierten Liganden binden kann. Unter
Beru¨cksichtigung der Verdu¨nnung kann die aufgetragene Kurve mit der Gleichung






beschrieben werden, wobei dV i das aus der Messzelle verdra¨ngte Volumen ist. Aus
des Gleichungen 2.8 und 2.9 erha¨lt man n, KA und ∆H. Eine detaillierte Herleitung
der Fitfunktion ist in der Bedienungsanleitung des Kalorimeters beschrieben (Malvern
2015).




eine sigmoidale Kurve. Ihr Schnittpunkt mit der Ordina-
tenachse entspricht der Bindungsenthalpie ∆H, ihre Steigung der Assoziationskonstante
KA und ihr Wendepunkt der Anzahl der Bindungsstellen n entspricht. Fu¨r niedrigaffine
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Systeme ist die Kurvenform nicht sigmoidal, weshalb der Schnittpunkt der Ordinaten-
achse und der Wendepunkt nicht abgelesen werden ko¨nnen. Die Kurvenform wird durch
den C -Wert beschrieben, fu¨r den
C = n ·KA · [M]ges (2.11)
gilt. Um eine geeignete Kurve zu erhalten, kann man die Proteinkonzentration so
einstellen, dass C im Bereich von 20 bis 50 liegt. Oft ist die Affinita¨t des Proteins
so gering, dass auch bei hoher Proteinkonzentration kein geeigneter C -Wert eingestellt
werden kann. In diesem Fall ist es ratsam, einen Wert fu¨r die Anzahl der Bindungs-
stellen vorzugeben (z. B. n = 1), um gute Na¨herungen fu¨r ∆H und K A zu erhalten.
Die Messung erfolgte an einem MicroCal-VP-ITC-Kalorimeter (Malvern Panalytical)
in der Arbeitsgruppe von Prof. H. Dobbek (Humboldt-Universita¨t zu Berlin) bei 20 °C.
Um eine hohe Qualita¨t der Proben sicherzustellen, wurde PSI frisch umkristallisiert.
Die Kristalle wurden mit 0,02 % DDM in H2O gewaschen, um die Bestandteile des
Kristallisationspuffers zu entfernen. Anschließend wurden die Kristalle mit 25 mM
Tricin-NaOH (pH 8,0), 100 mM NaCl und 0,02 % DDM gelo¨st und mit 25 mM Tricin-
NaOH (pH 8,0), 10 mM NaCl und 0,02 % DDM auf eine Salzkonzentration von 25 mM
NaCl verdu¨nnt. Ungelo¨ste Kristalle wurden fu¨r 5 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert
und anschließend durch eine 0,45 µM Membran filtriert. Die PSI-Konzentration wurde
auf 30 µM P700 eingestellt. Cyt cHH lag als Pulver vor und konnte im selben Puffer
auf 1 mM bis 3 mM gelo¨st werden. Cyt c6 wurde in einem Zentrifugalkonzentrator
(5000 MWCO) gegen 25 mM Tricin-NaOH (pH 8,0) mit 25 mM NaCl umgepuffert.
Anschließend wurde 0,02 % DDM hinzugefu¨gt. Alle Proteine lagen nach der Aufrei-
nigung im oxidierten Zustand vor. Fu¨r die Messungen unter reduzierten Bedingungen
wurde in alle Lo¨sungen 5 mM Natriumascorbat zugegeben. Um eine Reoxidation von
PSI zu vermeiden, wurde das Reduktionsmittel unter gedimmtem Licht hinzupipettiert
und die Lo¨sung im Dunkeln entgast. 2 ml PSI-Lo¨sung wurde mit einer Einwegspritze
mit langer Kanu¨le in die 1,45 ml-Messzelle u¨berfu¨hrt. Nach vollsta¨ndigem Befu¨llen
der Messzelle wurde durch stoßartiges Abpipettieren der restlichen Lo¨sung verblie-
bene Luftblasen aus der Zelle entfernt. U¨berschu¨ssige PSI-Lo¨sung wurde anschließend
abgenommen und fu¨r die na¨chste Messung aufbewahrt. Cyt cHH und Cyt c6 wurden
nach Entgasung als Liganden in die ITC-Spritze u¨berfu¨hrt. Die ha¨ufig am Stempel
verbliebene Luftblase wurde ebenfalls durch stoßartiges Auf- und Abpipettieren mit
der Befu¨llspritze entfernt. Der Lauf wurde mit einer Referenzleistung von 18 µcal · s–1
und einer Ru¨hrgeschwindigkeit von 300 rpm durchgefu¨hrt. Es wurden jeweils 5 µl Cyto-
chromlo¨sung in die Zelle titriert. Die erste Injektion wurde verworfen, da wa¨hrend der
langen A¨quilibrierungsphase des Kalorimeters Cytochrom aus der Spritze diffundiert
und somit keine genaue Bestimmung der Wa¨rmemenge mo¨glich ist. Die freigesetzte
Wa¨rmemenge wurde mit NITPIC 1.1.5 berechnet (Scheuermann und Brautigam 2015;
Mueller et al. 2012) und die Daten anschließend mit einer von Malvern Panalytical
erweiterten Version von Origin 7 ausgewertet.
2.7 Dynamische Lichtstreuung
Mit dynamischer Lichtstreuung (DLS) wird die Diffusionskonstante von Partikeln
gemessen, aus der ein hydrodynamischer Radius (RH) berechnet wird. Die Methode
eignet sich, um die Homogenita¨t und das Aggregationsverhalten von Proteinen zu
charakterisieren. Die Probe wird mit einem Laserstrahl belichtet und die Intensita¨t
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des gestreuten Lichts unter einem Winkel θ analysiert. Die Intensita¨t des Lichts, das




8 · pi4 · α2
r2 · λ4 · (1 + cos
2θ) (2.12)
beschrieben werden. I s und I 0 sind die Intensita¨t des gestreuten bzw. des eingestrahlten
Lichts, r der Abstand zwischen Probe und Detektor, α die Polarisierbarkeit des Teil-
chens und λ die Wellenla¨nge. In der statischen Lichtstreuung (SLS) wird das Signal
u¨ber einen Zeitraum t gemittelt und unter verschiedenen Winkeln θ vermessen, um den
Gyrationsradius und die Moleku¨lmasse zu bestimmen. In der DLS werden dagegen die
Fluktuationen des Signals im Zeitraum t vermessen. Die Fluktuationen entstehen, da
die Konzentration der Teilchen im Messvolumen aufgrund der Brown'schen Molekul-
arbewegung nicht konstant ist. Teilchen diffundieren in das Messvolumen und diffun-
dieren wieder hinaus. Dieses Diffusionsverhalten kann mit einer Autokorrelation des
zeitabha¨ngigen Intensita¨tssignals zu einem Zeitpunkt t i mit einem spa¨teren Zeitpunkt






Is(ti) · Is(ti + τ). (2.13)
Fu¨r monodisperse Lo¨sungen (nur eine Art von Partikel in der Probe) kann diese
Autokorrelationsfunktion mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden,
deren Abfall von der Diffusionskonstanten D und dem Streuvektor q abha¨ngig ist:
A(τ) = A(τmax) + A(τ0) · exp(–2Dq2τ), (2.14)
q =
sin(θ) · 4pi · n
λ
, (2.15)
wobei λ die Wellenla¨nge und n der Brechungsindex des Mediums ist. Gleichung 2.14
wird oft als cumulant fit bezeichnet. Sie la¨sst sich fu¨r polydisperse Proben um weitere
Exponentialterme erweitern und wird dann als regularization fit bezeichnet. Der cumu-
lant fit gibt seine Abweichung von den gemessenen Daten in Form einer Polydispersita¨t
(Pd) an. Partikel sind monodispers, wenn Pd <10 % ist. Da PSI aufgrund seiner Gro¨ße
ein sehr gutes Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis zeigt, wurden Proben nur dann als monodi-
spers angesehen, wenn die Pd <5 % war. Da D eine schlecht nachvollziehbare Gro¨ße
ist, gibt man u¨blicherweise den Radius einer hypothetischen Kugel an, die dieselben
Diffusionseigenschaften aufweist wie das Protein. Dieser hydrodynamische Radius RH





mit der Boltzmann-Konstante kB, der Temperatur T und der Viskosita¨t η. In Gleichung
2.16 sind statt D und RH D0 und RH0 angegeben. Es handelt sich um die konzentra-
tionsunabha¨ngige Diffusionskonstante bzw. den konzentrationsunabha¨ngigen hydrody-
namischen Radius. Da sich Proteine nicht wie ein ideales Gas verhalten, sondern mitein-
ander interagieren, wirkt sich die Konzentration in der Regel auf ihre Diffusion aus.
Um D0 zu bestimmen, misst man D bei mehreren geringen Proteinkonzentrationen
und extrapoliert diese Daten auf eine Konzentration von 0.
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Die Messungen wurden an einem DynaPro NanoStar (Wyatt) mit einem 787 nm-Laser
unter einem Winkel von 90° durchgefu¨hrt. Als Standardpuffer diente 25 mM Tricin
(pH 8,0) mit 100 mM NaCl und 0,02 % DDM bei 20 °C. Es wurden 2 µM P700 durch
einen 0,45 µm-Filter in eine 4 µl-Einwegku¨vette filtriert. Die Ku¨vette wurde fu¨r minde-
stens 2 min im DLS-Photometer temperiert. Zu jeder Probe wurden drei Messreihen
mit je zehn Messungen u¨ber 5 s durchgefu¨hrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software
DYNAMICS (Wyatt) mit Standardparametern. Als Brechungsindex (im Streuvektor q
enthalten, siehe Gleichung 2.15) wurde 1,33 und als Viskosita¨t 1,02 Pa · s eingesetzt. Fu¨r
Kontrollen der Proben in D2O (Unterkapitel 2.9) wurde eine Viskosita¨t von 1,25 Pa · s
genutzt (Hardy und Cottington 1949).
2.8 PSItri-Cyt cHH-Komplexbildung in Lo¨sung
Zur Bestimmung der Komplexbildung des PSItri mit Cyt cHH in Lo¨sung wurde 2,5 µM
PSItri mit 40 µM Cyt cHH in 5 mM Phosphatpuffer (pH 7 oder pH 8) oder 25 mM
Tricin-NaOH (pH 8) mit 1 mM Natriumascorbat und 0,02 % DDM inkubiert. Fu¨r
jeden Puffer wurden jeweils drei Ansa¨tze durchgefu¨hrt: ohne Salz, mit 100 mM NaCl
und mit 100 mM MgSO4. Die Ansa¨tze wurden in einem Zentrifugalkonzentrator mit
100 000 MWCO-Membran (Microcon YM-100, Amicon) zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und der U¨berstand mit dem jeweiligen Puffer und Salz um den Faktor
20 verdu¨nnt und erneut zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde sechsmal wiederholt.
Nach jedem Waschschritt wurde ein Aliquot des U¨berstands abgenommen und mittels
MALDI-TOF analysiert (Unterkapitel 2.5).
2.9 Kleinwinkelstreuung
Die Kleinwinkelstreuung ist eine Methode zur Strukturanalyse bei nied-
rigen Auflo¨sungen. Je nach eingesetzter Strahlenquelle unterscheidet man die
Ro¨ntgenkleinwinkelstreuung (small-angle X-ray scattering, SAXS) von der Neutro-
nenkleinwinkelstreuung (small-angle neutron scattering, SANS). Der Name leitet sich
davon ab, dass ein an der Probe gestreuter Strahl unter einem kleinen Winkel θ
gemessen wird. Der Detektor ist dafu¨r weit von der Probe entfernt. Die Methode hat
gegenu¨ber der unter großen θ aufgenommenen, hochauflo¨senden Ro¨ntgendiffraktion
der klassischen Kristallstrukturanalyse den Vorteil, dass die Probe in Lo¨sung bei
Raumtemperatur vermessen werden kann. Ein entscheidender Aspekt der Kleinwin-
kelstreuung ist, dass sich mit dieser Methode die Detergenshu¨lle um Membranproteine
analysieren la¨sst.
Die Grundlage der Methode ist die Streuung des Ro¨ntgen- oder Neutronenstrahls an
Elektronen bzw. den Atomkernen. Die Streuung la¨sst sich mit dem Formfaktor des
Proteins F (q) beschreiben. Dieser Formfaktor ist die Amplitude des gestreuten Strahls




∆ρ(r) · e–iqrdVr. (2.17)
Dabei ist V das Volumen des Proteins, ∆ρ die Streula¨ngendichte und q der Streu-
vektor (Gleichung 2.15). Die Energie einer Welle ist proportional zum Quadrat ihrer
Amplitude. Im Fall komplexer Zahlen wird die Funktion F(q) mit ihrem komplexen
Konjugat F*(q) multipliziert:
Is(q) = F(q) · F*(q). (2.18)
36 KAPITEL 2. MATERIAL, METHODEN UND THEORIE
Die Intensita¨t des gestreuten Strahls I s kann direkt gegen den Streuvektor q aufge-
tragen werden. Man erha¨lt ein Muster aus Intensita¨tsmaxima und -minima, dessen






∆ρ(r) ·∆ρ(r′) · e–iq(r – r′) dVr dVr′ . (2.19)
Dabei sind r ′ und r identisch und werden nur durch die beiden Integrale unter-
schieden. Wu¨rde man die Integrale durch schrittweises Summieren lo¨sen, dann wa¨ren
die Summanden Kombinationen aus allen r j mit allen r
′
j (r1 · r′1 + r1 · r′2 + r1 · r′3 + ...).
Dadurch lassen sich die Absta¨nde aller Streuzentren mit einer Abstandsverteilungsfunk-
tion p(R) beschreiben. Da die gelo¨sten Proteine in zufa¨lligen Orientierungen vorliegen,
ist die gemessene Intensita¨t u¨ber alle Orientierungen gemittelt (〈eix〉Ω = sin(x)x ). Damit












qR · Is(q) · sin(qR) dq, (2.21)
mit dem Abstand zwischen den Streuzentren R und dem maximalen Abstand zwischen
zwei Streuzentren innerhalb des Proteins Dmax.
Aus Gleichung 2.20 la¨sst sich der Gyrationsradius Rg berechnen. Der Gyrationsradius
ist der mittlere Abstand der Massenpunkte (z. B. Atome) um das Massenzentrum des









Zur Berechnung von Rg wird sin(qR) mit einer Maclaurin'schen Reihe angena¨hert. Fu¨r
die Messung werden nur kleine q genutzt, damit ko¨nnen alle Glieder bis auf die ersten
beiden vernachla¨ssigt werden. Dies ermo¨glicht die Lo¨sung von Gleichung 2.20.














Durch Einsetzen von Gleichung 2.22 und Umformen ergibt sich




Bei einer Auftragung von ln(I s) gegen q
2 la¨sst sich der Gyrationsradius als Steigung
ablesen.
Mit der Kleinwinkelstreuung kann die Struktur des Proteins nicht direkt berechnet
werden. Zum Lo¨sen der Struktur wird daher ein Modell erstellt und dessen theore-
tische Streuung mit der gemessenen Intensita¨t verglichen. Dieses Modell besteht aus
dicht gepackten Kugeln (dummy atoms), mit Dmax als maximalem Abstand. Die Posi-
tionen der Kugeln werden gegen die Intensita¨tskurve minimiert. Man erha¨lt ein niedrig
aufgelo¨stes Modell, das das gemessene Protein abbildet.
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2.9.1 Ro¨ntgenkleinwinkelstreuung
Um den Detergensgu¨rtel um PSI beschreiben zu ko¨nnen, wurden PSI-Monomere
und -Trimere in 5 mM MES-NaOH (pH 6,0) mit 60 mM MgSO4 und 0,02 % DDM
umgepuffert. Dieser Puffer wurde genutzt, um die SAXS-Messungen mit vergangenen
Messungen vergleichen zu ko¨nnen (Mu¨h und Zouni 2008). Die Konzentration der
Proteine betrug 15 µM P700 (Monomer, 5 g Protein · l–1) und 30 µM P700 (Trimer,
10 g Protein · l–1). Von beiden Proteinen wurde in jeweils zwei Schritten durch 1 : 1-
Verdu¨nnungen eine Verdu¨nnungsreihe angefertigt.
Die Messungen und die Modellbildung wurden von Dr. M. Golub in der Arbeitsgruppe
von Prof. J. Pieper (Universita¨t Tartu) im Helmholtz-Zentrum Geestach durchgefu¨hrt.
Es wurde eine NanoStar-SAXS-Apparatur (Bruker AXS GmbH) mit Kupferanode
und einer Wellenla¨nge von 1,54 A˚ verwendet. Die Probe befand sich in einer 2 mm-
Glaskapillare, in 1,03 m Entfernung vom Vantec-2000-Detektor. Die Daten des zwei-
dimensionalen Detektors wurden mit Fit2D (Hammersley et al. 1996) radial gemit-
telt und mit PRIMUS (Konarev et al. 2003) normalisiert, auf eine Proteinkonzentra-
tion von 0 extrapoliert und die Hintergrundstreuung abgezogen. Die p(R)-Funktion
wurde anhand des Modells eines elliptischen Zylinders mit GNOM (Svergun 1992)
erstellt. Es wurde dabei der Bereich q<0,01 A˚–1 genutzt, um den Beitrag der Streuung
der freien DDM-Mizellen zu vernachla¨ssigen. DAMMIF (Franke und Svergun 2009)
wurde eingesetzt, um ein Dummy-Atom-Modell zu erstellen und an die gemessenen
Daten anzuna¨hern. Basierend auf der PSI-Kristallstruktur (PDB-Code: 1jb0) wurde
mit CRYSOL (Svergun et al. 1995) eine theoretische I(q)-q-Kurve fu¨r monomeres und
trimeres PSI erstellt, um diese mit den gemessenen Daten vergleichen zu ko¨nnen.
2.9.2 Neutronenkleinwinkelstreuung
Zur Analyse des Detergensgu¨rtels von PSI wurden Proben unterschiedlicher Isolations-
methoden analysiert: mit 0,55 % DDM und mit 2,0 % DDM isoliertes PSI-Trimer (siehe
Abschnitt 2.2.1). Wie in Abschnitt 2.9.1 wurde ein Puffer verwendet, der mit vorange-
gangenen Messungen vergleichbar ist (5 mM MES-NaOH (pH bzw. pD 6,4) mit 50 mM
MgSO4 und 0,02 % DDM). Die Pufferkomponenten wurden fu¨r die Kontrastvariation
jeweils in H2O und D2O (99,9 %, frisch geo¨ffnet, Sigma-Aldrich) gelo¨st und Gemische
aus 5 %, 18 % und 100 % D2O erstellt. Der pD wurde mit einem auf H2O geeichten pH-
Meter mit dem Korrekturfaktor 0,4 in D2O-Lo¨sung eingestellt (pD = pHapp + 0,4).
PSI-Kristalle wurden mit salzfreiem Puffer der jeweiligen D2O-Konzentration gewa-
schen und anschließend im MgSO4-haltigen Puffer gelo¨st.
Zur Analyse der Cyt cHH- und Cyt c6-Bindung wurden 0,55 % DDM-Isolationen von
trimerem PSI genutzt. Die Puffer waren fu¨r eine hohe Lo¨slichkeit des PSI und eine
hohe Affinita¨t zu den Cytochromen optimiert. Sie enthielten 25 mM Tricin-NaOH
(pH/pD 8,0) mit 0,02 % DDM und 25 mM NaCl (Cyt cHH-Puffer) bzw. 200 mM MgSO4
(Cyt c6-Puffer). Es wurden 5 % und 100 % D2O eingesetzt. PSI wurde umkristalli-
siert und die Kristalle mit 0,02 % DDM in 5 % oder 100 % D2O gewaschen und fu¨r
Cyt c6 in Cyt c6-Puffer gelo¨st bzw. fu¨r Cyt cHH in Puffer mit 100 mM NaCl gelo¨st
und anschließend langsam auf 25 mM NaCl mit salzfreiem Puffer verdu¨nnt. Die finale
PSI-Konzentration betrug 30 µM P700. Cyt cHH wurde als Pulver im finalen Puffer
gelo¨st, Cyt c6 wurde in einem Zentrifugalkonzentrator (5000 MWCO) umgepuffert. Die
finalen Cytochromkonzentrationen waren 130 µM (Cyt cHH) bzw. 300 µM (Cyt c6).
Die Messungen und die Modellbildung wurden von Dr. M. Golub und Prof. J. Pieper
(Universita¨t Tartu) am Heinz Maier-Leibnitz Zentrum in Garching durchgefu¨hrt. Es
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wurde am KWS-1 mit einer Wellenla¨nge von 5 A˚ und den Absta¨nden 8 m und 20 m
gemessen. Die Datenbearbeitung erfolgte mit QtiKWS, das fu¨r die KWS-1-Apparatur




In der zuvor beschriebenen Kleinwinkelstreuung geht Information u¨ber die Prote-
instruktur durch die unspezifische Orientierung der Proteine verloren. Mittels
Kristallisation ko¨nnen die Proteine in eine definierte Position und Orientierung
gebracht werden. Hierzu wird die Lo¨slichkeit des Proteins durch ein geeignetes Kristal-
lisationsmedium so vera¨ndert, dass sich die Proteine langsam aneinander anlagern.
Es werden zwischen den Proteinen Kristallkontakte geknu¨pft, die sich durch den
gesamten Kristall immer wieder wiederholen (Abbildung 2.3). Die kleinste sich durch
Translation wiederholende Einheit wird als Einheitszelle bezeichnet. In der Regel
liegen mehrere Proteine in unterschiedlichen Orientierungen in einer Einheitszelle.
Die kleinste sich durch Translation und Rotation wiederholende Einheit wird als
asymmetrische Einheit bezeichnet. Asymmetrische Einheit und Einheitszelle ko¨nnen
sich von Kristall zu Kristall unterscheiden; so ist die asymmetrische Einheit von PSI
aus T. elongatus (PDB-Code: 1jb0) ein Monomer, in Synechocystis sp. (PDB-Code:
5oy0) ein Trimer und im Kokristall mit Ferredoxin (PDB-Code: 5zf0) ein Hexamer.
Abbildung 2.3: Aufbau eines Proteinkristalls am Beispiel des Cytochroms c aus Pfer-
deherz (PDB-Code: 1hrc). Das Cyt cHH wiederholt sich im Kristall tausendemale in einer
immer wiederkehrenden Anordnung. Vier Cyt cHH-Proteine liegen in der schwarz markierten
Einheitszelle, jeweils 90° gegeneinander rotiert. Die Orientierung la¨sst sich an der gru¨n darge-
stellten Ha¨m-Gruppe erkennen.
Die Kristallisation von Proteinen ist ein komplexer Vorgang, da sie von mehreren
Faktoren unterbunden werden kann. Vor allem die Homogenita¨t des Proteins ist
eine Voraussetzung zur erfolgreichen Kristallisation. Ist eine PSI-Trimer-Lo¨sung mit
nur 1 % an PSI-Monomeren verunreinigt, so ko¨nnen keine Kristalle erhalten werden.
Ein anderer bedeutender Faktor ist die Wahl des Kristallisationsmediums. Fu¨r jedes
Protein gibt es eine Reihe potenzieller Bedingungen, unter denen es kristallisieren
kann. Meist kristallisiert man durch Zugabe eines Fa¨llungsmittels wie Polyethylen-
glykol (PEG) oder durch eine hohe Ionensta¨rke. Fu¨r das PSI aus T. elongatus konnte
jedoch bereits 2001 durch die Umkehrung des sogenannten Einsalzens Kristalle mit
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Abbildung 2.4: Lo¨slichkeit eines Proteins in Abha¨ngigkeit der Ionensta¨rke. Links: Bei
niedrigen Ionensta¨rken sind Proteine unlo¨slich, und lo¨sen sich zunehmend mit Erho¨hung der
Ionensta¨rke (Einsalzen). Bei hohen Ionensta¨rken nimmt die Lo¨slichkeit wieder ab (Aussalzen).
Rechts: Phasendiagramm der Kristallisation im Einsalzbereich. In dieser Arbeit wurden
Kristalle hergestellt, indem die Ionensta¨rke durch Dialyse in die Nukleationsphase herab-
gesetzt wurde. Durch Bildung der Kristallisationskeime nahm die Proteinkonzentration ab,
sodass diese in der metastabilen Phase wachsen konnten (roter Pfeil).
einer Auflo¨sung von 2,5 A˚ (Jordan et al. 2001) gewonnen werden (Abbildung 2.4). Unter
niedrigen Ionensta¨rken kommt es zu Kristallkontakten zwischen geladenen Seiten-
ketten in der Untereinheit PsaE und der luminalen Helix von PsaF. Kristallisiert
man dagegen bei hohen Ionensta¨rken, werden abstoßende Wechselwirkungen gleich
geladener Oberfla¨chen abgeschirmt. Die Zugabe von PEG sto¨rt die Hydrathu¨lle um
das Protein, sodass sich spezifische Protein-Protein-Interaktionen bilden ko¨nnen. In
der Proteinkristallisation unterscheidet man vier Phasen: die Pra¨zipitationsphase, in
der das Protein aggregiert, die Nukleationsphase, in der sich Kristallkeime bilden, die
metastabile Phase, in der Kristalle wachsen ko¨nnen, und die ungesa¨ttigte Phase, in
der sich Kristalle lo¨sen. Um Kristalle zu erhalten, muss das Protein in die Nukleati-
onsphase gebracht und nach erfolgreicher Keimbildung zum Wachsen in die metasta-
bile Phase u¨berfu¨hrt werden. Oft sind die Nukleations- und die metastabile Phase
sehr schmal. Geringe Abweichungen in der Konzentration der Fa¨llungsmittel oder
Ionensta¨rke ko¨nnen dazu fu¨hren, dass das Protein entweder lo¨slich bleibt oder in
Form von Aggregaten ausfa¨llt. Daher empfiehlt es sich, Ionensta¨rke und Fa¨llungsmittel
langsam an die Nukleationsphase anzuna¨hern. Die ga¨ngigste Methode hierfu¨r ist die
Dampfdiffusion, in der ein Tropfen Proteinlo¨sung in der ungesa¨ttigten Phase als sitting
oder hanging drop in einem geschlossenen Raum gegen eine Reservoirlo¨sung mit hoher
Fa¨llungsmittelkonzentration a¨quilibriert wird. Der Proteintropfen verdunstet so lange,
bis sein Dampfdruck dem der Reservoirlo¨sung entspricht. Durch die entstehenden
Kristallisationskeime nimmt die Proteinkonzentration ab und die Keime gelangen in die
metastabile Phase, in der sie wachsen ko¨nnen. Diese Methode ist jedoch nicht geeignet,
um Proteine im Einsalzbereich zu kristallisieren, daher wurde hier die Dialyse ange-
wandt. Das Protein wird in der ungesa¨ttigten Phase in ein Dialysegefa¨ß gegeben und
gegen ein großes Volumen eines Mediums der Nukleationsphase dialysiert. Auch hier
nimmt die Proteinkonzentration ab und die Kristalle ko¨nnen in der metastabilen Phase
wachsen (Abbildung 2.4, roter Pfeil).
Innerhalb eines Kristalls ko¨nnen Fehler in der Periodizita¨t auftreten. Besonders bei
großen Membranproteinen kommen hohe Mosaizita¨ten oder gar Doma¨nen mit unter-
schiedlicher Orientierung (twinning) ha¨ufig vor. Eine Methode, um diese Uneben-
heiten zu verhindern, ist das Beimpfen des Kristallisationsmediums mit Impfkristallen
(seeding). Man erzeugt kleine Proteinkristalle, die aufgrund ihrer Optik bereits auf
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eine hohe Periodizita¨t schließen lassen. Die Kristalloberfla¨che wird durch Erho¨hen der
Ionensta¨rke (oder Herabsetzen der Konzentration des Fa¨llungsmittels) leicht aufgelo¨st
und anschließend werden die Kristalle in die metastabile Phase u¨berfu¨hrt, um sie
zur gewu¨nschten Gro¨ße wachsen zu lassen (Fromme und Witt 1998). Auf diese Weise
wurden PSI-Kristalle mit einer Gro¨ße von 1,0 mm bis 1,5 mm hergestellt, welche bis zu
einer Auflo¨sung von 2,5 A˚ streuten (Jordan et al. 2001). Beno¨tigt man kleine Kristalle
fu¨r Experimente (<100 µm), kann man bereits gewachsene Kristalle mechanisch zerklei-
nern, um sie anschließend als Impfkristalle einzusetzen. Eine weitere Mo¨glichkeit,
Kristalle zu optimieren, stellt das Dehydratisieren dar. Dem Kristall wird Wasser
entzogen, wodurch die Proteine na¨her aneinanderru¨cken und eine gro¨ßere Kontakto-
berfla¨che erreichen, was sich positiv auf die Periodizita¨t auswirkt. Die Einheitszelle
wird bei diesem Vorgang kleiner. Die Dehydratisierung ist jedoch nicht immer erfolg-
reich; bei zu starker Dehydratisierung kann es sogar zu einem vollsta¨ndigen Verlust
der Beugungseigenschaften des Kristalls kommen. Durch Schockgefrieren induzierte
Mosaizita¨t kann durch das sogenannte annealing verringert werden. Hierbei wird ein
tiefgefrorener Kristall aufgetaut und erneut schockgefroren.
Das Beugungsmuster des Proteinkristalls wird klassischerweise unter Kryobedingungen
aufgenommen. Der Kristall wird in einem Kryoschutzmittel a¨quilibriert, auf einer
Schlaufe aufgenommen und in einem Kryofluid (flu¨ssiger Stickstoff oder flu¨ssiges
Propan) schockgefroren. Als Kryoschutzmittel eignen sich hochkonzentrierte hydro-
phile Verbindungen wie Glycerin, Saccharose oder PEG. Nach Schockgefrieren kann der
Kristall auf einem Goniometer in einem Ro¨ntgenstrahl platziert und vermessen werden.
Der Kristall wird mehrere Minuten im Ro¨ntgenstrahl gedreht, um die Beugungsbilder
aller Orientierungen aufzunehmen. Hierfu¨r sind große Kristalle notwendig, da diese
weniger anfa¨llig fu¨r Strahlenscha¨den sind und zu einem besseren Signal-zu-Rausch-
Verha¨ltnis des Beugungsbilds fu¨hren (Holton 2009). Im Gegensatz zum Ro¨ntgenstrahl
eines Synchrotrons treten wa¨hrend der Messung an einem Ro¨ntgen-Freie-Elektronen-
Laser (XFEL) keine Strahlenscha¨den auf und der intensive Strahl ist auf wenige Mikro-
meter fokussiert, weshalb hier auch kleine Kristalle gemessen werden ko¨nnen. Fu¨r jeden
dieser Mikrokristalle wird ein Beugungsbild aufgenommen, wobei die Mikrokristalle im
Strahl zufa¨llig orientiert sind und somit auch Beugungsbilder unter unterschiedlichen
Orientierungen aufgenommen werden.
2.10.2 Theorie: Das Beugungsbild
Der Kristall verha¨lt sich im Ro¨ntgenstrahl wie ein Gitter, weshalb auf dem Detektor
ein Beugungsbild entsteht. Dieses Beugungsbild konnte 1913 von William Henry und
William Lawrence Bragg mit einer Totalreflexion der Strahlen erkla¨rt werden (Bragg
und Bragg 1913). In diesem Modell wird der Kristall durch Scharen paralleler Netze-
benen beschrieben, wobei sich die Ebenen an den Einheitszellen aufspannen (Abbil-
dung 2.5 A). In der Abbildung sind drei Netzebenenscharen dargestellt, tatsa¨chlich
ko¨nnen die Ebenen jedoch in allen Orientierungen vorliegen, weshalb im Kristall zehn-
tausende bis hunderttausende Netzebenenscharen nachweisbar sind. Die Netzebenen
werden durch die Miller′schen Indizes, h, k und l, beschrieben. In Abbildung 2.5 B ist
dargestellt, wie ein Ro¨ntgenstrahl unter einem Winkel θ auf die Netzebenenschar (1¯1)
trifft. Alle an dieser Schar reflektierten Wellen interferieren und treffen am selben Punkt
auf den Detektor. Aufgrund des Abstands d der Netzebenen mu¨ssen die Wellen unter-
schiedlich lange Wege zum Detektor zuru¨cklegen und treffen dort mit unterschiedlicher
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Abbildung 2.5: Netzebenen im Kristall und Totalreflexion an den Ebenen. A: In jeder
Einheitszelle (grau) wird ein beliebiger Punkt gewa¨hlt. Auf diesen Punkten werden Netzebenen
aufgespannt. B: Die Totalreflexion eines Ro¨ntgenstrahls an der Netzebene (1¯1). Der Strahl
tritt von links unter dem Winkel θ auf die Netzebene und wird unter demselben Winkel nach
oben reflektiert. Der Abstand der Netzebenen d ist mit einem doppelseitigen Pfeil markiert.
d · sin(θ) ist in rot dargestellt.
Phase ∆φ auf, wobei (Abbildung 2.5 B, rote Linie)
∆φ = 2 · d · sin(θ). (2.26)
Die Amplitude des interferierenden, gestreuten Strahls ergibt sich damit aus der Summe




Aj · cos(kx+ j ·∆φ). (2.27)
A(x, ∆φ)sum ist die aufsummierte Amplitude der interferierenden Strahlen am
Detektor, kx die Ortsfrequenz und Aj die Amplitude der einzelnen reflektierten Wellen.
Als Gedankenexperiment kann man nun fu¨r ∆φ und kx einen Wert vorgeben, z. B.
kx = 2pi und ∆φ = pi. Weiter nehmen wir an, dass alle reflektierten Wellen die gleiche




A · cos(2pi + j · pi) = –A+ A – A+ A = 0. (2.28)
Statt die Intensita¨t des gestreuten Strahls aufzusummieren, wird im Kristall die
Intensita¨t durch negative Interferenz ausgelo¨scht. Nur fu¨r den Fall von ∆φ = 2pi,
wenn also die Phasenverschiebung einem ganzzahligen Vielfachen der Wellenla¨nge n ·λ
entspricht, tritt konstruktive Interferenz auf. Damit ergibt sich aus Gleichung 2.26 die
Bragg-Gleichung
n · λ = 2 · d · sin(θ). (2.29)
Nur diejenigen Netzebenenscharen, die Gleichung 2.29 erfu¨llen, fu¨hren zu einem Signal
auf dem Detektor und jedem Signal kann eine Netzebenenschar zugeordnet werden.
Beugungsmaxima werden bei der Indizierung mit den Miller′schen Indizes (h, k, l) der
jeweiligen Netzebenenschar versehen. In Abbildung 2.5 wurden die Netzebenen an
einem beliebigen Atom aufgespannt. Legt man sie stattdessen durch ein anderes Atom,
a¨ndern sich die Netzebenen nicht – die Position der Beugungsmaxima ist abha¨ngig vom
Aufbau der Einheitszelle, jedoch nicht von der Position der Atome. Um Informationen
u¨ber die Position der Atome zu erhalten, muss die Interferenz des gestreuten Strahls
42 KAPITEL 2. MATERIAL, METHODEN UND THEORIE
innerhalb einer Einheitszelle betrachtet werden. Analog zu Gleichung 2.27 ergibt sich
der Strukturfaktor F hkl an einem Beugungsmaximum des gestreuten Strahls durch
Aufsummieren der an allen Atomen gestreuten Wellen. Die Amplitude der Wellen Aj
wird durch den atomaren Formfaktor f j ersetzt und die Phasenverschiebung ∆φ durch
die Koordinaten des Atoms (x j, y j, z j), welches mit den Miller
′schen Indizes multi-
pliziert wurde (hx j, ky j, lz j). Der Index j bezieht sich hierbei auf das j-te Atom. Fu¨r
weitere Berechnungen ist es sinnvoll, die Welle mit einem komplexen Term i auf einer





fj · cos(2pi(hxj + kyj + lzj))
imagina¨rer Term
+ i · fj · sin(2pi(hxj + kyj + lzj)) . (2.30)




fj · ei · 2pi · (hxj + kyj + lzj). (2.31)
Diese Gleichung stellt eine Fourier-Transformation dar. Eine Fourier-Transformation
kann in ihre inverse Funktion zuru¨cktransformiert werden. Da f j von der Elektronen-
dichte des Atoms abha¨ngt, kann mit Hilfe der Fourier-Transformation die Elektronen-
dichte ρe berechnet werden:









Fhkl · e–i · 2pi · (hx+ ky+ lz). (2.32)
V ist das Volumen der Einheitszelle. Aus den Atomkoordinaten ergibt sich somit die
Elektronendichte und umgekehrt kann man die Atomkoordinaten aus der Elektronen-
dichte berechnen. Hierzu muss F hkl bekannt sein. F hkl ist ein Vektor, der sich aus einer
Amplitude und einer Phase zusammensetzt.
Fhkl = |Fhkl| · eiαhkl , (2.33)
wobei α die Phase dieses Vektors ist. Gemessen wird jedoch nicht der Strukturfaktor
F hkl, sondern die Intensita¨t des Beugungsmaximums I hkl. Die Intensita¨t einer Welle
ist der Betrag der Amplitude zum Quadrat (vgl. Gleichung 2.18):
Ihkl = |Fhkl|2. (2.34)
Die Messung der Ro¨ntgenstreuung ergibt daher lediglich den Betrag des Strukturfak-
tors, nicht aber die Phaseninformation αhkl. Die Elektronendichte berechnet sich somit
aus











|Fhkl| ·e–i ·2pi · hx+ ky+ lz
unbekannt
–αhkl ). (2.35)
Um dieses Phasenproblem direkt zu lo¨sen, kann man das Protein fu¨r anomale Streuung
mit Schwermetallionen inkubieren. Die Schwermetalle binden an einzelne spezifische
Bindungsstellen im Protein. Anschließend misst man die Intensita¨ten eines Kristalls
mit Schwermetallionen und eines normalen Kristalls. Aus der Differenz der Struktur-
faktoren beider Messungen erha¨lt man den Strukturfaktor der Schwermetallionen. Da
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es sich um wenige Atome handelt, kann man deren Positionen mit einer Patterson-
Funktion berechnen. Mit den berechneten Phasen der Schwermetallionen ko¨nnen die
Phasen der restlichen Atome angena¨hert werden. Diese Methode wird als isomorphous
replacement bezeichnet und wurde 2001 fu¨r die Lo¨sung der Kristallstruktur des PSI und
des PSII aus T. elongatus angewandt (Jordan et al. 2001; Zouni et al. 2001). Anstelle
des isomorphous replacement wird heutzutage die anomale Streuung (multiwavelength
anomalous dispersion, MAD, und single-wavelength anomalous diffraction, SAD) des
Proteinkristalls genutzt. Hier verzichtet man auf den Einsatz von Schwermetallen;
stattdessen nutzt die Absorptionseigenschaften der im Protein vorhandenen Atome.
Eine weitere Methode ist es, eine homologe Struktur des Proteins zu nutzen, um die
Phasen anzuna¨hern. Diese Methode wird als molecular replacement bezeichnet. Aus
dem Proteinmodell wird u¨ber Gleichung 2.31 ein Strukturfaktor Fc berechnet (c steht
fu¨r calculated), der mit dem gemessenen Strukturfaktor Fo verglichen wird (o steht fu¨r
observed). Durch Rotation des Modells wird die Abweichung der beiden Strukturfak-
toren minimiert. Anschließend erfolgt eine Minimierung u¨ber Translation. Nun liegt
ein Atommodell mitsamt berechneten Phasen vor, das ein a¨hnliches Beugungsmuster
ergibt wie der gemessene Kristall. Die PSI-Struktur ist bereits bekannt, daher wurde in
dieser Arbeit das molecular replacement angewandt. Das Atommodell wird durch ein
refinement weiter verbessert. Die Phasen aus dem direkten Phasing oder dem molecular
replacement werden genutzt, um eine Elektronendichte zu berechnen. Ein Proteinmo-
dell wird in diese Elektronendichte gelegt und auf Abweichungen untersucht. Liegt ein
Teil des Modells nicht in der Elektronendichte, kann dieser in die Elektronendichte
hineingelegt werden; existiert dagegen keine Elektronendichte, kann der entsprechende
Teil des Modells gelo¨scht werden. Nach Korrektur der Abweichungen berechnet man
die Phasen mit dem neuen Modell und untersucht dieses erneut auf Abweichungen.
Die U¨bereinstimmung von Modell und gemessenen Strukturfaktoren wird mit zwei R-







Der Datensatz mit allen F o wird dazu in zwei Teildatensa¨tze geteilt, wobei das Prote-
inmodell gegen 90 % der Daten optimiert (refined) wird. Dieser gro¨ßere Teildatensatz
wird mit Rwork beschrieben. Die restlichen 10 % der Daten werden mit dem Protein-
modell, das gegen den anderen Teildatensatz optimiert wurde, mittels Rfree verglichen.
Mit Rfree wird somit u¨berpru¨ft, ob das Modell korrekt an die Daten angena¨hert wurde
oder ob Fehlinterpretationen vorliegen.
2.10.3 Durchfu¨hrung:
Screening von Kristallisationsbedingungen
Zur Kristallisation von PSI und zur Kokristallisation mit Cyt cHH und Cyt c6 wurden
sowohl die Dialyse als auch die Dampfdiffusion angewandt. Hierbei wurden unterschied-
liche Bedingungen u¨berpru¨ft, die nach der folgenden Anleitung angesetzt wurden. Die
genaue Angabe der verwendeten Medien ist den entsprechenden Abschnitten der Ergeb-
nisse genannt.
Mit der Dialyse sollte die Kristallisation im Einsalzbereich untersucht werden. PSI
wurde frisch umkristallisiert und in 5 mM MES (pH 6,0) mit 60 mM MgSO4 und
0,02 % DDM gelo¨st. PSI und Cyt cHH bzw. Cyt c6 wurden mit 0,5 mM Kaliumhe-
xacyanoferrat(III) oder 1 mM Natriumascorbat in Dialysekno¨pfchen (Dialysis Buttons,
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Hampton Research) gegeben und mit einer 2000-MWCO-Zellulosemembran (Spectra
Por 7, Carl Roth) verschlossen. Als Dialysepuffer diente 5 mM MES (pH 6,0) mit
0,02 % DDM und eine variable Konzentration von MgSO4, NaCl oder Na2SO4. Fu¨r die
Kristallisation unter reduzierten Bedingungen enthielt der Dialysepuffer 1 mM Natri-
umascorbat. Das Protein wurde gegen ein hundertfaches Volumen bei 4 °C oder 20 °C
im Dunkeln ohne Ru¨hren dialysiert. Der Dialysepuffer wurde jeweils nach ein bis zwei
Tagen gegen einen Puffer mit niedrigerer Ionensta¨rke ausgetauscht, bis das Protein
entweder kristallisierte oder eben aggregierte.
Die Dampfdiffusion diente der Untersuchung der Kristallisation im Aussalzbereich.
Es wurden 96-Doppel-Well-Platten genutzt, jeweils mit einem Well PSI und einem
Well PSI mit Cyt c6. PSItri (50 µM P700) wurde mit 10 mM Tricin-NaOH (pH 8,0)
mit 50 mM NaCl und 0,02 % DDM mit oder ohne 50 µM bis 100 µM Cyt c6 auf die
Well-Platte aufgetragen und 1 : 1 mit dem Kristallisationsmedium aus dem Reservoir
verdu¨nnt. Die Kristallisation erfolgte bei 20 °C im Dunkeln. Das Reservoir enthielt
2,5 % bis 5,0 % PEG 1450, 2000 oder 4000 sowie entweder 5 mM Natriumascorbat als
Reduktionsmittel oder 1 mM Kaliumhexacyanoferrat(III) als Oxidationsmittel. Die im
Reservoir enthaltenen Salze, NaCl, MgSO4 und CaCl2, leiteten sich aus den Ergeb-
nissen der kinetischen Messungen von Abschnitt 3.2.1 ab.
2.10.4 Durchfu¨hrung: Nachweis der Kokristalle
PSI-Kristalle, die in Gegenwart von Cyt c6 oder Cyt cHH gewachsen waren, wurden
einzeln im Kristallisationsmedium (GX-Puffer) aufgenommen und abzentrifugiert.
Dieser Waschschritt wurde sechsmal durchgefu¨hrt. Als Negativkontrolle wurde der
cytochromhaltige U¨berstand u¨ber den Kristallen auf dieselbe Weise gewaschen. Das
Pellet wurde in einem geringen Volumen 5 mM MES (pH 6,0) mit 20 mM MgSO4 und
0,02 % DDM aufgenommen und wie in Unterkapitel 2.5 beschrieben mit MALDI-TOF
analysiert. Es ist zu beachten, dass Cyt cHH bei niedrigen Ionensta¨rken an der Dialyse-
membran haften bleibt. Die Membran wurde daher nach der Dialyse mit H2O gespu¨lt,
mit 5 mM Natriumascorbat inkubiert und die Cyt cHH-Oberfla¨chenkonzentration im
Photometer bestimmt. Wenn der Verlust an Cyt cHH gro¨ßer als 5 % war, wurden die
Kristalle nicht fu¨r weitere Messungen eingesetzt.
Zur Quantifizierung des Verha¨ltnisses von Cyt cHH zu PSI wurden alle Kristalle eines
Ansatzes vereint und sechsmal gewaschen. Anschließend wurden die Kristalle in 5 mM
MES (pH 6,0) mit 100 mM MgSO4 und 0,02 % DDM gelo¨st und durch einen Zentrifugal-
konzentrator mit 100 000 MWCO dreimal umgepuffert. Das PSI blieb u¨ber dem Filter,
wa¨hrend das Cyt cHH im Durchfluss zu finden war. Die Konzentration der Proteine
wurde photometrisch bestimmt und das Verha¨ltnis der Stoffmengen beider Proteine
berechnet.
2.10.5 Durchfu¨hrung: Kristalle fu¨r die Ro¨ntgenstrukturanalyse
Fu¨r die am Synchrotron gemessenen PSI-Cyt cHH-Kokristalle mit einer Auflo¨sung
von bis zu 3,3 A˚ wurden die Proteine mittels Dialyse (Abschnitt 2.10.3) bei 20 °C
kristallisiert und die Kristalle anschließend mit seeding optimiert. 7,5 µM P700 und
37,5 µM Cyt cHH wurden in einem 100 µl-Dialysekno¨pfchen mit Dialysepuffer (5 mM
MES, pH 6,0, 0,02 % DDM), 60 mM MgSO4 und 0,5 mM Kaliumhexacyanoferrat(III)
gemischt. Die Lo¨sung wurde u¨ber Nacht gegen 10 ml Dialysepuffer mit 5 mM MgSO4
mit einer 2000 MWCO Dialysemembran dialysiert (vgl. Abschnitt 2.10.3). Anschlie-
ßend erfolgte eine Dialyse u¨ber Tag gegen 10 ml Dialysepuffer mit 3 mM MgSO4 und
danach eine Dialyse u¨ber ein bis drei Tage gegen einen Dialysepuffer mit 2 mM MgSO4.
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Durch die schrittweise Dialyse wird die Wahrscheinlichkeit der Aggregatbildung verrin-
gert. Das Protein sollte so kurz wie mo¨glich in den Dialysekno¨pfchen verbleiben, da
Cyt cHH bei niedrigen Ionensta¨rken an der Dialysemembran bindet. Etwa zwei Drittel
aller Ansa¨tze bildeten somit Kristalle, wobei ein großer Teil hohl oder verwachsen
war. Die Ha¨lfte der Dialysekno¨pfchen wurde nur bis 3 mM MgSO4 dialysiert, sodass
gleichzeitig eine PSI-Cyt cHH-Lo¨sung in 3 mM MgSO4 und Kristalle in 2 mM MgSO4
vorlagen. Die Kristalle wurden mit einer Pipette aus den Dialysekno¨pfchen entnommen
und in ein Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt. Fu¨r die Entnahme der Lo¨sungen aus
den Dialysekno¨pfchen empfiehlt es sich, die Dialysemembran mit einer gelben Pipetten-
spitze zu durchstechen. Die Kristalle wurden fu¨r 1 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert
und der U¨berstand gegen 40 µl Dialysepuffer ohne MgSO4 ausgetauscht. Die Kristalle
wurden mit einer Teflonkugel (Seed Bead Kit, Hampton Research) fu¨r 2 min gevor-
text, wodurch sich kleine Kristallbruchstu¨cke bildeten, die als seeding-Kristalle genutzt
wurden. In der seeding-Lo¨sung verbleibende große Kristalle wurden fu¨r 1 min im
ruhenden Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß sedimentiert. 2 µl des U¨berstands wurden in einer
96-Well-Platte mit 40 µl der gegen 3 mM MgSO4 dialysierten Proteinlo¨sung gemischt.
U¨ber Nacht wuchsen Kristalle mit einer Gro¨ße von 200 µm mal 30 µm bis 800 µm mal
100 µm. Die Kristalle wurden sukzessive in Lo¨sungen aus Dialysepuffer mit oder ohne
37,5 µM Cyt cHH in steigender Saccharosekonzentration (Kryoprotektivum) von 0,25 M
bis 1,75 M in 0,25 M-Schritten u¨ber je 5 min u¨berfu¨hrt. Es folgte eine Inkubation von
mindestens 1 h in 1,75 M Saccharose, bevor die Kristalle in flu¨ssigem Stickstoff schock-
gefroren wurden. Fu¨r PSI-Kristalle ohne Cyt cHH wurde dasselbe Protokoll angewandt,
statt gegen finale 2 mM und 3 mM MgSO4 wurde das Protein jedoch gegen 5 mM
MgSO4 (in Anwesenheit von seeding-Kristallen) und 8 mM MgSO4 (Proteinlo¨sung
fu¨r die finale Kristallisation) dialysiert. Die Kristalle wurden an den Strahlenga¨ngen
MX 14.1 des Elektronenspeicherrings BESSY II am Helmholtz-Zentrum Berlin, 8.2.1
des Elektronenspeicherrings Advanced Light Source (ALS) in Berkely, USA, und
P11 des Elektronenspeicherrings PETRA III am Deutschen Elektronen-Synchrotron
(DESY) in Hamburg vermessen. Die Diffraktionsbilder wurden mit XDSAPP indi-
ziert (Krug et al. 2012). Das molecular replacement erfolgte mit Phaser-MR gegen die
Kristallstruktur von PSI mit dem PDB-Code 1jb0 (McCoy et al. 2007). Das refinement
wurde mit REFMAC5 und COOT durchgefu¨hrt (Murshudov et al. 2011; Emsley et al.
2010).
2.10.6 Durchfu¨hrung: Mikrokristalle fu¨r die Strukturanalyse
Mikrokristalle fu¨r die serielle Femtosekunden-Kritsallografie (SFX) an einem Ro¨ntgen-
Freie-Elektronen-Laser (X-ray free electron laser, XFEL) wurden durch Verdu¨nnen der
Proteinlo¨sung mit Puffer niedriger Ionensta¨rke hergestellt. PSI wurde in 5 mM MES
pH 6,0, 50 mM Na2SO4 und 0,02 % DDM gelo¨st. Das Protein wurde auf 10 µM P700,
12 mM Na2SO4, 5 mM MES pH 6,0 und 0,02 % DDM verdu¨nnt. Die Kristalle wachsen
innerhalb von 15 min bis 20 min auf eine Gro¨ße von 20 µm mal 60 µm bis 30 µm mal
60 µm. Das Wachstum wurde durch weitere Zugabe von Puffer mit niedriger Ionensta¨rke
abgestoppt.
Die Messung erfolgte an der Linac Coherent Light Source (LCLS) des Stanford
Linear Accelerator Centers (SLAC), am Spring-8 Angstrom Compact free electron
Laser (SACLA) und am Pohang Accelerator Laboratory (PAL-XFEL) in Koope-
ration mit der Arbeitsgruppe von Dr. J. Yano und Dr. V. Yachandra. Am LCLS
wurde ein vollsta¨ndiger Datensatz mit oxidiertem PSI mit einer Auflo¨sung von 2,75 A˚
gemessen. Am SACLA und PAL-XFEL wurden Datensa¨tze mit reduziertem PSI mit
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einer Auflo¨sung von 3,4 A˚ gemessen. Ein vollsta¨ndiger Datensatz wurde am SACLA von
Kristallen, die 100 ns vor der Messung belichtet wurden, gemessen. Die Kristalle wurden
aus einer Hamilton-Spritze mit akustischen Pulsen auf einen Film aufgetropft (Fuller
et al. 2017). Die Daten wurden mit einer Frequenz von 10 Hz an einem Rayonix Detektor
aufgenommen und mittels cctbx.xfel, einem Programmpaket speziell fu¨r XFEL Daten,
ausgewertet. Das Modell wurde aus dem Kryokristallstruktur-Modell von PSI (PDB-
Code: 1jb0, Jordan et al. 2001) von Dr. Stephen Keable mit Hilfe des Programmpakets
Phenix erstellt (Adams et al. 2010).
2.10.7 Durchfu¨hrung: PSI-Cyt cHH-Mikrokristalle
Zur Messung der Kostruktur von PSI mit Cyt cHH an einer XFEL-Strahlenquelle
wurden Mikrokristalle wie in Abschnitt 2.10.6 durch Verdu¨nnen hergestellt. 60 µM
PSItri, 37,5 µM Cyt cHH, 40 mM Na2SO4, 5 mM MES-NaOH (pH 6,0) und 0,02 % DDM
PSItri wurden mit 37,5 mM Cyt cHH, 5 mM MES-NaOH (pH 6,0) und 0,02 % DDM auf
das achtfache Volumen verdu¨nnt (final: 7,5 µM P700, 37,5 µM Cyt cHH, 5 mM Na2SO4
und 0,02 % DDM). Nach 30 min bis 45 min waren die Kristalle auf 40 µm gewachsen.
Die Ausbeute ließ sich durch schrittweises Verdu¨nnen mit 37,5 mM Cyt cHH, 5 mM
MES-NaOH und 0,02 % DDM erho¨hen. Geeignete Schritte sind 3 min bis 10 min mit
jeweils 10 % bis 20 % des Gesamtvolumens. Um PSI zu reduzieren, wurden die Kristalle
in 5 mM Natriumascorbat, 5 mM MES-NaOH (pH 6) und 0,02 % DDM im Dunkeln
inkubiert.
2.11 Elektronenmikroskopie
Mit heutigen Transmissionselektronenmikroskopen ko¨nnen Proteinstrukturen mit
hoher Auflo¨sung gemessen werden. Ein Elektronenmikroskop erzeugt einen Elektro-
nenstrahl, der an der Probe gestreut wird. Da Elektronenstrahlen durch elektrische
Spulen mit hoher Genauigkeit gebu¨ndelt werden ko¨nnen, wird hier im Gegensatz zur
Ro¨ntgenstrukturanalyse nicht der gestreute Strahl, sondern der transmittierte Strahl
untersucht. Die elektrischen Spulen dienen, a¨hnlich einem Lichtmikroskop, als Linsen,
u¨ber die ein vergro¨ßertes Abbild der Probe auf einem Detektor sichtbar wird. Das




n · sin(α) , (2.37)
wobei λ die Wellenla¨nge und n · sin(α) die numerische Apertur ist. Fu¨hrt man ein Grid
mit tausenden Proteinen in den Strahl ein, so projiziert das Mikroskop diese mit einem
geringen Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis auf den Detektor. Biologische Proben streuen
Elektronen a¨hnlich wie das sie umgebende Medium, daher sind sie ohne eine Kontrast-
versta¨rkung nur schwer zu charakterisieren. Um den Kontrast zu erho¨hen, kann eine
Negativfa¨rbung aus Schwermetallsalzen in hoher Konzentration zur Lo¨sung zugegeben
und an der Luft getrocknet werden. Das gleichma¨ßig verteilte Schwermetall streut die
Elektronen sta¨rker als das darin eingebettete Protein, wodurch das Protein sichtbar
wird. Die Auflo¨sung ist mit dieser Methode jedoch begrenzt und das Protein verliert
seine Hydrathu¨lle. Um das Protein unter nativen Bedingungen zu vermessen, kann
der Kontrast im Elektronenmikroskop durch eine Phasenplatte, die zu einer Interfe-
renz zwischen gestreuten und transmittierten Strahlen fu¨hrt, versta¨rkt werden (Khos-
houei et al. 2017a). Phasenplatten in Elektronenmikroskopen sind jedoch noch nicht
2.11. ELEKTRONENMIKROSKOPIE 47
ga¨ngig, daher wird in der Regel die Kontrastversta¨rkung durch Defokussieren der Probe
erreicht (Erickson und Klug 1970). Durch Defokussieren tritt am gestreuten Strahl
ebenfalls eine Phasenverschiebung auf, die im Unterfokus zu einer Kontrastversta¨rkung
fu¨hrt. Die Phasenverschiebung zwischen gestreutem und direktem Strahl wird mit der
Kontrastu¨bertragungsfunktion (contrast transfer function, CTF) beschrieben. Mit Hilfe
dieser Funktion la¨sst sich der optimale Unterfokus einstellen (Scherzer-Fokus, Scherzer
1949). Die nun sichtbaren Partikel werden gema¨ß ihrer Orientierung auf dem Grid in
2-D-Klassen gruppiert. Fehlerhafte 2-D-Klassen werden von Hand aussortiert. Aus den
2-D-Klassen ko¨nnen die Partikel in 3-D-Klassen eingeordnet werden. Die unterschied-
lichen 3-D-Klassen enthalten dabei unterschiedliche Partikel, z. B. kann eine Klasse
das Protein mit einem Liganden beinhalten, wa¨hrend sich eine andere Klasse aus dem
Protein ohne Ligand zusammensetzt. Aus den Partikeln einer Klasse kann die dreidi-
mensionale Struktur des Proteins rekonstruiert werden. Die rekonstruierte Dichtekarte
la¨sst sich wie die Elektronendichte der Ro¨ntgenstrukturanalyse u¨ber ihre Amplituden
und Phasen beschreiben. Daher erfolgt die Modellierung des Proteins an die Dichte mit
denselben Methoden wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben. Zu beachten ist allerdings,
dass hier keine Elektronendichte, sondern eine elektrostatische Potenzialdichte (ESP)
vorliegt, weshalb in Gleichung 2.31 atomare Formfaktoren f j fu¨r Elektronenstreuung
genutzt werden. Die Dichte der elektronenmikroskopischen Rekonstruktion wird im
Folgenden als EM-Dichte bezeichnet. Zur Bestimmung der Auflo¨sung der dreidimen-
sionalen Rekonstruktion wird der Datensatz in zwei gleich große Teildatensa¨tze geteilt
und diese miteinander verglichen. Als Goldstandard wird die Auflo¨sung angegeben, in
der die fourier shell correlation (FSC) einen Wert von 0,143 einnimmt.
2.11.1 Vorbereitung der Proben
Die Analysen ohne Crosslinking erfolgten mit 50 µg ·ml–1 (0,15 µM) PSI-Trimer mit
und ohne 100 µM Cyt cHH bzw. Cyt c6. Fu¨r Cyt cHH wurde das PSI in 25 mM Tricin-
NaOH (pH 8,0) mit 25 mM NaCl und 0,02 % DDM und fu¨r Cyt c6 in 25 mM Tricin
(pH 8,0) mit 200 mM MgSO4 und 0,02 % DDM gelo¨st. Das Kohlefilm-Grid wurde
bei 0,3 mbar fu¨r 30 s mittels Glimmentladung geladen. 3,5 µl Proteinlo¨sung wurde
auf das Grid aufgetragen, fu¨r 30 s inkubiert, getrocknet und anschließend zweimal
mit 2 % Uranylacetat inkubiert und getrocknet. Fu¨r Kryopra¨parate wurde stattdessen
200 µg ·ml–1 PSI auf Kohlefilm-Grids mit und ohne 2,4 µm großen Lo¨chern an einem
Vitrobot 45 s an der Luft inkubiert, fu¨r 2 s bzw. 4 s geblottet und anschließend in
flu¨ssigem Ethan schockgefroren.
Fu¨r die hochaufgelo¨ste Struktur wurde Cyt c6 an PSI mittels Quervernetzung kova-
lent gebunden. Die Reaktion von PSItri und Cyt c6 (10 µM P700 und 100 µM Cyt c6)
erfolgte mit 5 mM 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und 10 mM
N-Hydroxysuccinimid in 25 mM Tricin (pH 8,0), 25 mM NaCl, 0,02 % DDM mit 5 mM
Natriumascorbat u¨ber 2 h im Dunkeln. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 mM
Ammoniumacetat abgestoppt. Kovalent gebundene Komplexe wurden durch den His-
Tag an Cyt c6 an einer 1 ml-Ni-NTA-Sa¨ule isoliert (Bindepuffer: 20 mM Phosphat,
500 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,5; Elutionspuffer: Bindepuffer mit 250 mM
Imidazol). Freies Cyt c6 sowie der Elutionspuffer wurden durch Umpuffern gegen
25 mM Tricin-NaOH (pH 8,0), 100 mM NaCl und 0,02 % DDM in einem Zentrifugal-
konzentrator mit 100 000 MWCO entfernt. Da das PSItri stets an den Kohlefilm-Grids
adha¨rierte und somit zu wenig Protein fu¨r die Auswertung in den Lo¨chern vorlag,
wurden Grids ohne Lo¨cher fu¨r die hochaufgelo¨ste Struktur verwendet.
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2.11.2 Datenauswertung
Die Aufnahme und Bearbeitung der Bilder sowie die Generierung der EM-Dichte
wurden von Herrn J. Bu¨rger, Dr. C. Radon und Herrn A. Baumert in den Arbeits-
gruppen von Dr. T. Mielke (Max-Planck-Institut fu¨r molekulare Genetik in Berlin-
Dahlem) und Prof. P. Wendler (Universita¨t Potsdam) durchgefu¨hrt. Die Rekonstruk-
tion der EM-Dichte ist in der gemeinsamen Publikation Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht)
beschrieben. Die Arbeitsschritte sind in Abbildung 1 im Anhang dargestellt. Es wurden
drei EM-Dichten rekonstruiert: die Dichte eines Monomers in einem PSI-Trimer (PSItri-
Monomer) bei einer Auflo¨sung von 2,9 A˚, die Dichte des PSItri mit C3-Symmetrie bei
einer Auflo¨sung von 3,0 A˚ und die Dichte des PSItri ohne Vorgabe der Symmetrie
(C1-Trimer) bei einer Auflo¨sung von 3,2 A˚. Als Grundlage fu¨r das PSImono-Modell
diente die Kristallstruktur von PSI (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001). Diese wurde
in Chimera (Pettersen et al. 2004) in die 2,9 A˚-EM-Dichte des Monomers gelegt und
die Wassermoleku¨le wurden entfernt. Anschließend wurde ein real-space refinement im






local grid search“ und
”
adp“ durchgefu¨hrt (Afonine et al. 2013). Das generierte Modell
wurde in COOT von Hand optimiert (Emsley et al. 2010). Hierbei wurden insbesondere
fehlende Atome (z. B. Phytylreste von Chlorophyllen), Kofaktoren und Aminosa¨uren
erga¨nzt. Die Schleife PsaK 44–50 war in der EM-Dichte nur unzureichend zu erkennen,
weshalb mittels phenix.map to structure factors aus der EM-Dichte eine Strukturfak-
tordatei erstellt wurde. Die Funktion
”
Map Sharpening/Blurring“ kann aus der Struk-
turfaktordatei eine gegla¨ttete EM-Dichte berechnen. Die Schleife war mit
”
Blur +90“
(finaler map sharpening factor von 20 A˚2) als zusammenha¨ngende Dichte zu erkennen.
Alle darauffolgenden refinement-Schritte wurden an der nicht gegla¨tteten EM-Dichte
durchgefu¨hrt (map sharpening factor von –69 A˚2). Es folgten mehrere Runden an
phenix.real space refine und COOT. Hierbei wurden Parameter fu¨r die Koordinie-
rung von Kofaktoren vorgegeben. Die Vorgabe von Parametern war notwendig, da
phenix andernfalls sehr geringe Absta¨nde als Sto¨ße identifiziert ha¨tte. Die Standardpa-
rameter konnten dagegen an den Chlorophyllen nicht eingehalten werden. Der Fehler
dieser Parameter wurde mit 0,7 A˚ vorgegeben, sodass die sichtbaren EM-Dichte sta¨rker
gewichtet wurden als die Standardparameter. Anschließend wurden Wassermoleku¨le in
leere EM-Dichten mittels der
”
find waters“-Funktion von COOT mit Absta¨nden von
3,2 A˚ und rmsd ≥ 1 (0,03 V) gesetzt. Diese sowie weitere unmodellierte EM-Dichten
wurden von Hand u¨berpru¨ft. Es wurden alle Wassermoleku¨le entfernt, deren EM-
Dichten durch andere Strukturen ha¨tten zustande kommen ko¨nnen (z. B. alternative
Konformere von Seitenketten) oder die keine eindeutigen Wasserstoffbru¨ckenbindungen
eingehen konnten. Aus dem fertigen PSImono-Modell wurde ein Trimer generiert, das
mittels phenix.real space refine an die 3,0 A˚-Dichte des C3-Trimers und an die 3,2 A˚-
Dichte des C1-Trimers angepasst wurde.
2.12 Modellierung der Bindungsstelle
2.12.1 Theorie
Die Bindungsstelle eines Liganden an einem Protein kann computergestu¨tzt berechnet
werden. Die Berechnungen basieren auf der bekannten Struktur von Protein und Ligand
sowie auf deren freier Enthalpie. Die Bindung eines Liganden an das Protein ist eine
Zustandsa¨nderung, die zu einer A¨nderung der freien Enthalpie ∆G des Systems fu¨hrt
(vgl. isotherme Titrationskalorimetrie, Unterkapitel 2.6). Die freie Enthalpie ∆G wird
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mit Hilfe von Kraftfeld(force-field -Parametern berechnet. Diese Parameter beschreiben

















Ebond = Kb · (b – b0)2, (2.40)
Eangle = Kθ · (θ – θ0)2, (2.41)
Edihedral = Kφ · (1 + cos(nφ – δ)), (2.42)
wobei E ele die elektrostatische Energie, E LJ das Lennard-Jones-Potenzial, E bond das
Potenzial der Bindung, E angle das Potenzial des Bindungswinkels und E dihedral das
Potenzial aus der sterischen Hinderung wa¨hrend einer Rotation ist. jk sind die nicht
aneinandergebundenen Atompaare, z die Partialladung eines Atoms, r jk der Abstand
zwischen zwei Atomen, ε das negativste Potenzial von E LJ, r
min
jk der Abstand, bei
dem E LJ minimal ist. b, θ und φ sind die Bindungsla¨nge, der Bindungswinkel und der
Rotationswinkel. K b, K θ und Kφ sind Konstanten, die die Sta¨rke der Bindung bzw.
des Winkels beschreiben. Die hier dargestellten Gleichungen ko¨nnen je nach gewa¨hltem
force-field geringfu¨gig abweichen oder um weitere Gleichungen erga¨nzt werden.
Fu¨r kleine Moleku¨le kann man die Bindung u¨ber eine Moleku¨ldynamik(MD)-Simulation
analysieren. Die Moleku¨le werden zusammen mit einem expliziten oder impliziten
Lo¨sungsmittel in ein Volumen platzieren und ko¨nnen frei diffundieren. Die Moleku¨le
nehmen durch die Gleichungen 2.40 bis 2.42 unterschiedliche Konformationen ein.
Treffen sich die Moleku¨le, kann durch die Gleichungen 2.38 und 2.39 ein Komplex
gebildet werden, der erst nach einem la¨ngeren Zeitraum wieder dissoziiert. Da Proteine
u¨ber zehntausende Atome verfu¨gen und langsam diffundieren, ist eine MD-Simulation
nur begrenzt anwendbar. Fu¨r die Bindung eines kleinen Liganden an ein Protein werden
wa¨hrend der Simulation oft Bereiche des Proteins konstant gehalten, wa¨hrend nur
die Atome im aktiven Zentrum mobil bleiben. Untersucht man eine Protein-Protein-
Interaktion, dann werden die Proteine als starre Ko¨rper in die Berechnungen eingesetzt.
Statt einer ungerichteten Diffusion platziert man die Proteine gezielt aneinander und
berechnet fu¨r diese Bindungsstelle die Bindungsenergie EBindung:
EBindung = EKomplex – EProtein1 – EProtein2 . (2.43)
Man spricht von einem rigid-body docking. Da die Berechnung der Bindungsenergie
fu¨r jede Position der Proteine rechenaufwendig ist, wurden hier zuerst potenzielle
Bindungsstellen durch Formkomplementarita¨t (shape complementarity) und Elek-
trostatikkomplementarita¨t bestimmt und anschließend die Bindungsenergie fu¨r die
potenziellen Bindungsstellen berechnet. Fu¨r die Formkomplementarita¨t f werden die
Proteine auf ein Gitter gelegt. Befindet sich auf einem Gitterpunkt (l, m, n) die Prote-
inoberfla¨che des gro¨ßeren Proteins, so erha¨lt der Gitterpunkt einen positiven Wert.
Befindet sich das Proteininnere des gro¨ßeren Proteins auf dem Gitterpunkt, erha¨lt
dieser einen negativen Wert. Außerhalb des großen Proteins ist der Wert 0. Fu¨r das
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kleinere Protein ist der Wert positiv, wenn auf dem Gitterpunkt das Proteininnere
liegt, und 0, wenn das Protein nicht auf dem Punkt liegt:
fgroß(l,m,n) =

0 : außerhalb des Proteins
1 : Oberfla¨che des Proteins




0 : außerhalb des Proteins
1 : innerhalb des Proteins
(2.45)
Das kleinere Protein wird durch das Gitter translatiert und fu¨r jede Translationsko-
ordinate (α, β, γ) wird die Position des Proteininneren bestimmt. Durch Korrelation
wird die relative Lage der beiden Proteine evaluiert.







fgroß(l,m,n) · fklein(l+α,m+β,n+ γ) (2.46)
Diese Berechnung kann beschleunigt werden, indem die Korrelation der diskreten
Fourier-Transformierten von fgroß und fklein berechnet wird. Ist die Berechnung aller
Translationen entlang des Gitters beendet, werden die drei besten Ergebnisse notiert,
das kleine Protein um sein geometrisches Zentrum rotiert und erneut alle Translationen
berechnet. Die Elektrostatikkomplementarita¨t berechnet sich analog zur Formkomple-
mentarita¨t u¨ber ein Gitter. Fu¨r jeden Gitterpunkt wird ein Potenzial Φ berechnet, das







ε(r) ist eine abstandsabha¨ngige Dielektrizita¨tsfunktion und rk der Abstand zwischen
dem Gitterpunkt und der geladenen Gruppe. Innerhalb des großen Proteins ist Φ = 0.
Die Ladung des kleinen Proteins wird direkt auf die Gitterpunkte u¨bertragen. Das
Potenzial des großen Proteins wird mit der Ladung des kleinen Proteins korreliert (Glei-
chung 2.46). Diese Berechnungen erlauben ein geringfu¨giges U¨berlappen von Atomen,
damit Konformationsa¨nderungen der starren, ungebundenen Proteinstrukturen nicht
ausgeschlossen werden.
Die u¨ber Komplementarita¨t erhaltenen potenziellen Bindungsstellen ko¨nnen nun fu¨r
detailliertere Berechnungen eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurden die Programme
pyDock und Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) genutzt. pyDock beinhaltet
die Gleichungen 2.38 und 2.39 sowie die Interaktion mit Wassermoleku¨len. Das in der
Bindungsstelle an Aminosa¨ureseitenketten gebundene Wasser wird durch die Protein-




σj · ASAj, (2.48)
wobei ASAj die fu¨r Wasser zuga¨ngliche Oberfla¨che (accessible surface area) und σj der
atomare Solvationsparameter ist.
APBS nutzt dagegen die Poisson-Boltzmann-Gleichung zur Berechnung der elektro-
statischen Energie, inklusive der Interaktion mit dem Lo¨sungsmittel. Die Poisson-
Boltzmann-Gleichung leitet sich von der Poisson-Gleichung her:
∇∇Φ(r) = –4piρ(r). (2.49)
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Dabei ist Φ(r) das elektrostatische Potenzial und ρ(r) die Ladungsdichte. Die Poisson-
Gleichung betrachtet Punktladungen im Vakuum. Die linke Seite der Gleichung la¨sst
sich um eine abstandsabha¨ngige Dielektrizita¨tsfunktion ε(r) erweitern, um die abschir-
mende Wirkung des Proteins und des Mediums auf das elektrische Feld einzubeziehen.
Da das Solvens nicht nur aus Wasser, sondern auch aus gelo¨sten Ionen besteht, wird
auf der rechten Seite der Gleichung eine Ladungsdichte fu¨r gelo¨ste Ionen erga¨nzt. Die
Ionen werden u¨ber eine Boltzmann-Statistik verteilt:






Dabei ist κ–1 die Debye-La¨nge, kB die Boltzmann-Konstante, T die Temperatur, e die
Elementarladung und ν(r) eine Funktion, die im Solvens den Wert 1 und im Protein
den Wert 0 annimmt. Unter der Annahme, dass eΦ(r)/(kBT) sehr klein ist, kann die
Gleichung linearisiert werden (sinh(x) ≈ x):
∇[ε(r)∇Φ(r)] = –4piρ(r) – κ2ν(r)Φ(r). (2.51)
Diese Gleichung wird ebenfalls auf einem Gitter gelo¨st, wobei die A¨nderung des elektro-
statischen Potenzials durch die Potenziale benachbarter Gitterpunkte berechnet wird.
Um die Gitterpunkte an der Grenze des Gitters zu berechnen, wird statt des Proteins
ein spha¨rischer Ko¨rper mit einer Ladung, die der Ladung des Proteins entspricht, einge-





Da durch einen großen Abstand auch viele Gitterpunkte berechnet werden, setzt man
zwei Gitter ein. Ein feines Gitter mit geringem Abstand der Gitterpunkte wird auf
den zu analysierenden Bereich des Proteins gelegt. Ein grobes Gitter mit einem großen
Abstand zwischen den Gitterpunkten wird genutzt, um das Potenzial auch weit außer-
halb des Proteins zu charakterisieren. Das Potenzial an der Grenze des feinen Gitters
wird durch die Gitterpunkte des groben Gitters definiert.
2.12.2 Durchfu¨hrung: rigid-body docking
Fu¨r das rigid-body docking wurde die auf ein Monomer reduzierte Kristallstruktur des
PSI aus T. elongatus (PDB-Code: 1jb0) mit der Kristallstruktur des Cyt cHH (PDB-
Code: 1hrc) bzw. mit der NMR-Struktur des Cyt c6 aus T. elongatus (PDB-Code:
1c6s, state = 1) eingesetzt. Um die Ha¨m-Gruppe der Cytochrome in die Berechnungen
einfließen zu lassen, wurden Cyt cHH und Cyt c6 mittels tleap (Case et al. 2016)
mit Standardparametern des AMBER-ff99SB-force-fields in Koordinaten(.crd)- und
Parameter-Topologie(.top)-Dateien umgewandelt. Die potenziellen Bindungsstellen
wurden mit FTDock 2.0 (Gabb et al. 1997) mit Standardparametern erstellt, wobei
Koordinaten- und Topologiedateien mit dem Befehl
”
amber“ in der Eingabedatei
vorgegeben wurden. Die erstellten 10 000 potenziellen Bindungsstellen aus FTDock
enthielten auch Cytochrome, die im Transmembranbereich gebunden waren. Um diese
zu entfernen, wurde mit dem CHARMM-Membrane-Builder (Jo et al. 2008) eine
Palmitoyloleoyl-Phosphatidylglycerid(POPG)-Membran an PSI erstellt und alle poten-
ziellen Cytochrome, deren Abstand vom geometrischen Zentrum zur Membran geringer
als der Gyrationsradius war, entfernt. Die u¨brigen Bindungsstellen wurden zur Berech-
nung der Bindungsenergie in pyDock3 eingesetzt (Cheng et al. 2007). Die Ergebnisse,
die vom Programm in Form einer Liste mit Energien und Rotationsmatrizes ausgegeben
werden, wurden mit PyMOL (Schro¨dinger, LLC 2015) visualisiert.
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2.12.3 Durchfu¨hrung: Poisson-Boltzmann-Gleichung
Um die modellierten Komplexe mit gemessenen Werten vergleichen zu ko¨nnen, wurde
an die NMR-Struktur von Cyt c6 (PDB-Code: 1c6s) ein 6x-His-Tag mit zufa¨lliger
Orientierung angefu¨gt. Die beiden anderen Proteinstrukturen (PDB-Code: 1jb0 bzw.
1hrc) wurden nicht weiter vera¨ndert. Die PDB-Formate wurden mit PDB2PQR 2.1
in das PQR-Format u¨berfu¨hrt (Dolinsky et al. 2004). Durch PROPKA3 floss der pH-
Wert in die Partialladungen des Proteins ein (Olsson et al. 2011). Da PDB2PQR u¨ber
keine Parameter fu¨r die Ha¨m-Gruppe verfu¨gt, wurden Radien und Partialladungen
einer reduzierten Ha¨m b-Gruppe nachtra¨glich eingefu¨gt. Mit APBS 1.4 (Baker et al.
2001) wurde die Poisson-Boltzmann-Gleichung auf die Proteine angewandt. Die Dielek-
trizita¨tskonstante des Proteins wurde auf 10 und die des Wassers auf 80,1 gesetzt. Die
Temperatur betrug 293,15 K. Fu¨r die Ionensta¨rke wurden 0, 10 und 100 mM MgSO4
mit Ladungen +2 und –2 sowie Ionenradien von 0,86 A˚ und 2,56 A˚ vorgegeben.
Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Isolation und Charakterisierung der Proteine
3.1.1 Photosystem I
Abbildung 3.1: Chromatogramme der PSI Isolation an einer 600ml-DEAE-Sa¨ule (links)
und an einer 200ml-Q-Sepharose-Sa¨ule (rechts). An dem schwachen Ionenaustauscher DEAE
werden Phycobilisomen, PSII und PSI voneinander getrennt. Am starken Ionenaustauscher
Q-Sepharose bleibt ein orangefarbiges Protein gebunden, weshalb nur PSI eluiert. Die UV-
Absorption wurde bei 280 nm aufgenommen und ist in mAU angegeben.
Fu¨r die strukturellen Analysen sind eine hohe Reinheit und eine hohe Qualita¨t der
Proben erforderlich, daher wurden Verunreinigungen abgetrennt und die Proteine auf
ihren Oligomerisationszustand und ihre Zusammensetzung analysiert. Photosystem I
konnte in monomerer (PSImono) und trimerer (PSItri) Form aus T. elongatus isoliert
werden. Das PSI wurde von PSII an einer DEAE-Sa¨ule getrennt und auf einer Q-
Sepharose-Sa¨ule weiter aufgereinigt (Abbildung 3.1). An der Q-Sepharose fiel bei hohen
Ionensta¨rken ein carotinoidhaltiges Protein aus. Je ho¨her die Ionensta¨rke wa¨hrend des
Waschens der Sa¨ule war, desto geringer war die Verunreinigung des PSI. Der Oligomeri-
sationszustand des PSI wurde mittels BN-PAGE (Abbildung 3.2) und DLS kontrolliert.
Der auf eine Proteinkonzentration von 0 extrapolierte hydrodynamische Radius RH0
des PSImono betra¨gt 6,9 nm und der des PSItri 9,8 nm (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.2: Polyacrylamidgelelektrophorese der PSI Isolation. Links: SDS-PAGE von
PSI, dem carotinoidhaltigen Protein (K) und dem Gro¨ßenmarker (L, Color Prestained Protein
Standard von New England BioLabs). PsaA und PsaB haben identische Massen und laufen
als eine gemeinsame Bande mit ca. 60 kDa. Eine Zuordnung der Untereinheiten u¨ber ihre
Masse ist aufgrund des komplexen Laufverhaltens von Transmembranproteinen nicht mo¨glich.
Rechts: BN-PAGE von monomerem (M1 und M2) und trimerem (T) PSI. Die Referenz (R)
ist ein durch Einfrieren und Auftauen partiell dissoziiertes PSItri. Die Banden sind aufgrund
des Chlorophylls gru¨n gefa¨rbt. Nach Zugabe einer Entfa¨rbelo¨sung u¨berwiegt die blaue Farbe
des Coomassies, wodurch Verunreinigungen wie die Glutamin-Synthetase (GS, Kretzschmar
2019) in M2 deutlicher sichtbar werden.
Abbildung 3.3: Hydrodynamischer Radius von PSImono (rot) und PSItri (schwarz). Die
negative Steigung weist auf eine repulsive Interaktion der Proteine hin. Bei Konzentrationen
oberhalb 15 µM (nicht dargestellt) bleibt der Radius konstant. Die Dynamische Lichtstreuung
wurde mit drei unabha¨ngigen Pra¨parationen bei 20 °C in 25mM Tricin (pH 8) mit 100mM
NaCl und 0,02% DDM gemessen.
Geringe Verunreinigungen des PSItri konnten durch mehrfaches Umkristallisieren
entfernt werden. Mittels SDS-PAGE konnte die Probe auf Verunreinigung durch das
carotinoidhaltige Protein (51 kDa) untersucht werden (Abbildung 3.2). Die kleinen PSI-
Untereinheiten wurden mittels Massenspektrometrie analysiert (Tabelle 3.1). Sowohl
in PSImono als auch in PSItri konnten alle 12 Untereinheiten nachgewiesen werden.
Die Aktivita¨t des PSImono und des PSItri wurde mit Hilfe der Sauerstoffredukti-
onsrate bestimmt. Unter Standardbedingungen (25mM Tricin, pH 8, 0,02% DDM)
zeigten beide Proteine identische Raten von jeweils 1400µmol O2 · h–1 ·mgChl–1 bis
1600 µmol O2 · h–1 ·mgChl–1. Im Absorptionsspektrum beider Oligomerisationsformen
ist die fu¨r PSI typische Absorptionsbande bei 680 nm zu erkennen (Abbildung 3.4).
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Tabelle 3.1: Massenspektrometrische Analyse der PSI-Untereinheiten. PSI wurde denatu-
riert, mittels MALDI-TOF charakterisiert und mit den theoretischen Massen der Sequenz
verglichen. Die posttranslationalen Modifikationen sind El-Mohsnawy et al. (2010) zu
entnehmen. Die Standardabweichungen sind fu¨r 12 unabha¨ngige Proteinpra¨parationen ange-
geben.
Untereinheit theoretische Masse gemessene Masse
PsaA 83183 –
PsaB 82913 –
PsaC 8800 8670 ± 3
PsaD 15370 15234 ± 10
PsaE 8389 8260 ± 3
PsaF 15113 15115 ± 7
PsaI 4166 4149 ± 2
PsaJ 4767 4796 ± 2
PsaK 8480 8391 ± 3
PsaL 16251 16122 ± 8
PsaM 3424 3423 ± 2
PsaX 4101 3969 ± 2
Abbildung 3.4: Absorptionsspektren der Photosysteme. Links: Absorptionsspektrum von
PSItri (schwarz), PSImono (rot), PSII (grau, gestrichelt) und PSItri, das mit Natriumazid inku-
biert wurde (orange). Rechts: Differentielle Extinktion des P700 im reduzierten und oxidierten
Zustand. PSI-Absorptionsspektren wurden in 25mM Tricin (pH 8) mit 100mM NaCl und
0,02% DDM gemessen. Fu¨r die differentielle Extinktion wurde jeweils ein Spektrum mit
20mM Natriumascorbat und eines mit 5mM Kaliumhexacyanoferrat gemessen und vonein-
ander subtrahiert.
Im Gegensatz zu PSII weist PSI aufgrund seiner exzitonisch gekoppelten Chlo-
rophylldimere und Chlorophylltrimere eine erho¨hte Absorption bei 700 nm bis 720 nm
auf. PSImono zeigt im Vergleich zu PSItri eine geringere Absorption bei 710 nm, was auf
eine A¨nderung der Umgebung dieser Chlorophylle schließen la¨sst. Das aktive Zentrum,
P700, zeigt das fu¨r cyanobakterielles PSI typische Differenzspektrum mit einer Bande
bei 704 nm (Abbildung 3.4).
PSItri wurde in dieser Arbeit kristallisiert und als Kristalle bei 4 °C gelagert. Das
kristallisierte Protein wurde nach einem Jahr gewaschen, neu umkristallisiert und
erneut auf seine Eigenschaften u¨berpru¨ft. Es konnten keine A¨nderungen festgestellt
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werden, was die Stabilita¨t des Proteins in dieser Art der Lagerung verdeutlicht. Eine
Lagerung in Anwesenheit von Natriumazid ist dagegen nicht geeignet, wie am Verlust
der Carotinoidabsorption zu erkennen ist (Abbildung 3.4, 500 nm). Das PSImono,
fu¨r das kein Kristallisationsprotokoll vorliegt, wurde daher in Anwesenheit von 10%
Glycerin in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren.
3.1.2 Cytochrome
Abbildung 3.5: SDS-PAGE von Cyt cHH und Cyt c6 (links) und Western Blot von
Cyt cHH mit einem monoklonalen α-Cyt c-Antiko¨rper (rechts). Cyt c6 und Cyt cHH haben
eine sehr hohe Reinheit, lediglich bei stark beladenen Gelen ist eine zweite Bande bei 25 kDa in
den Cyt cHH-Proben zu erkennen. Diese zweite Bande la¨sst sich im Western Blot nachweisen.
Cyt cHH wurde ka¨uflich erworben und lag bereits in 95% und 99% Reinheit
vor (Abbildung 3.5). Beide Reinheitsstufen ließen sich kristallisieren (0,2M Na/K-
Phosphatpuffer, pH 6,2–6,5 in gesa¨ttigtem Ammoniumsulfat, 1 Monat im sitting drop).
Das Cyt cHH zeigte in der Massenspektrometrie eine Masse von 12 365 ± 2 g ·mol–1
und ließ sich mit einem α-Cyt cHH-Antiko¨rper nachweisen (Abbildung 3.5). Sowohl
im Western Blot als auch in der MALDI-TOF-Analyse war eine Bande mit doppelter
Masse (24 722 ± 10m · z–1) zu erkennen. Das Protein doppelter Masse konnte durch
Gro¨ßenausschlusschromatografie isoliert werden und zerfiel nicht in Monomere. Dies
la¨sst darauf schließen, dass es sich um ein stabiles, dimeres Cytochrom handelt,
das womo¨glich wa¨hrend der harschen Isolationsmethode des Herstellers als Arte-
fakt entsteht. In der 99%igen Probe ist nur sehr wenig Dimer enthalten, weshalb
diese fu¨r Kristallisationsexperimente genutzt wurde. Das Cyt c6 wurde heterolog aus
E. coli gewonnen. Es wurde chromatografisch u¨ber eine Ni-NTA-Sa¨ule mit anschlie-
ßender DEAE-Sa¨ule aufgereinigt (Abbildung 3.6). Auf der DEAE-Sa¨ule waren mehrere
Banden zu erkennen, die alle das typische Cyt c6-Absorptionsspektrum zeigten (Abbil-
dung 3.7). Die vorderen Banden sind oxidiertes Cyt c6 und die hinteren reduziertes
Cyt c6. Die oxidierten Banden wurden mittels Massenspektrometrie charakterisiert.
Eine Bande wies die erwartete Masse von 10 862 ± 2m · z–1 auf (Cyt c6 mit His-Tag
und kovalent gebundener Ha¨m-Gruppe), wa¨hrend die andere Bande um 201m · z–1
gro¨ßer war. Beim Inserieren des Cyt c6-Gens in den Vektor kam es zu einer Dupli-
kation der letzten beiden Aminosa¨uren (Methionin und Alanin) der Leadersequenz.
Diese beiden Aminosa¨uren entsprechen genau der Massendifferenz der beiden Cyt c6-
Proteine. Da diese beiden Aminosa¨uren der Schnittstelle entsprechen, konnte die
Leadersequenz sowohl davor als auch danach geschnitten werden, weshalb zwei unter-
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Abbildung 3.6: Chromatografische Aufreinigung des Cyt c6. Links: Der Periplasmaextrakt
wurde 1 : 1 mit 20mM Imidazol, 500mM NaCl, 20mM Phosphatpuffer pH 7,5 verdu¨nnt
und auf eine 25ml-Ni-NTA-Agarose-Sa¨ule aufgetragen. Das Cyt c6 bindet u¨ber seinen 6x-
His-Tag und wird mit steigender Imidazolkonzentration eluiert. Rechts: Das Eluat der Ni-
NTA-Aufreinigung wurde dialysiert, auf eine 10ml-DEAE-Sa¨ule aufgetragen und mit einem
isokratischen Fluss von 10mM NaCl in 25mM Tricin-NaOH (pH 7,2) eluiert. Es trennten
sich drei Banden, wobei Bande A und B oxidiertes Cyt c6 sind und C reduziertes. Bande A
zeigt in der Massenspektrometrie die erwartete Masse, wa¨hrend Bande B um 201 g ·mol–1
gro¨ßer ist. Die UV-Absorption wurde bei 280 nm aufgenommen und ist in mAU angegeben.
Abbildung 3.7: Reduziertes Aborptionsspektrum (links) und differentielles Redox-
Spektrum (rechts) von Cyt c6. Das Absorptionsspektrum wurde in 10mM Natriumascorbat
und 25mM Tricin (pH 8) aufgenommen. Fu¨r die Bestimmung des differentiellen Extinktions-
koeffizienten wurde Cyt c6 mit Ferricyanid oxidiert und und dessen Absorptionsspektrum vom
reduzierten Spektrum subtrahiert. Der differentielle Extinktionskoeffizient wurde auf Basis der
reduzierten Absorption von ε553 = 25mM
-1 · cm-1 berechnet.
schiedlich lange Peptide entstanden. Beide Cyt c6-Proteine zeigten mit PSI identi-
sche Reduktionraten, fu¨r die folgenden Experimente wurde jedoch das ku¨rzere, native
Cyt c6 genutzt.
3.2 PSI-Cyt c-Interaktion
Wa¨hrend der Strukturanalyse des PSI stellte sich heraus, welche Methode zur Charak-
terisierung bestimmter Bereiche eines Proteins geeignet ist. Um die Bindungsstelle
des Cytochroms an PSI zu messen, war es nun erforderlich, die Interaktion beider
Proteine zu charakterisieren. Fu¨r eine erfolgreiche Kostrukturanalyse mussten Bedin-
gungen gefunden werden, unter denen eine hohe Affinita¨t zwischen PSI und den beiden
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Abbildung 3.8: pH-Abha¨ngigkeit der PSItri-Sauerstoffreduktion. PSItri mit 5 µg ·ml–1
Chlorophyll wurde mit 0,1mM DCPIP und 2mM Natriumascorbat in 5mM Phosphatpuffer
im Standardreaktionsansatz ohne Cytochrom c gemessen. Standardabweichungen sind fu¨r
drei unabha¨ngige Messungen angegeben.
Cytochromen vorliegt. Daher wird im Folgenden die Komplexbildung durch kinetische
und kalorimetrische Messungen beschrieben.
3.2.1 PSI-Reduktionsraten
Die Aktivita¨t des PSI kann u¨ber seine Sauerstoffreduktionsrate beschrieben werden.
Da fu¨r die Messung P700 reduziert werden muss, la¨sst sich auch die Interaktion mit
dem Elektronendonor charakterisieren. Ein ha¨ufig eingesetzter, unspezifischer Elek-
tronendonor ist DCPIP, mit dem die pH-Abha¨ngigkeit der PSItri-Sauerstoffreduktion
gezeigt werden konnte (Abbildung 3.8). Mit steigendem pH-Wert nahm die Reduktions-
rate zu. Der physiologische pH-Bereich von 6 (luminal) bis 8 (stromal/cytoplasmatisch)
wurde fu¨r die Charakterisierung der PSItri-Cytochrom-Bindung genutzt. Das Michaelis-
Menten-Modell war geeignet, um die Daten zu analysieren, wobei Cyt cHH und Cyt c6
das Substrat darstellen und alle Elektronentransferreaktionen in der Wechselzahl
kcat enthalten sind (Tabelle 3.2). Wie fu¨r DCPIP war auch mit Cyt cHH eine pH-
Abha¨ngigkeit zu erkennen. Die Michaelis-Menten-Konstante KM nahm im pH-Bereich
von 6 bis 8 von 12µM auf 31 µM und kcat von 7 s–1 auf 35 s–1 zu. Die Zunahme der
Wechselzahl ist vergleichbar mit der Zunahme der Reduktionsrate mit DCPIP. Fu¨r
pH 7,5 und 8,0 wurden zuzu¨glich die Reduktionskinetiken des P700 bestimmt (Abbil-
dung 3.9). Die kon zwischen P
+
700 und Cyt cHH
– nahm ebenfalls von 23 · 107M–1 · s–1
auf 31 · 107M–1 · s–1 zu. Niedrigere pH-Werte fu¨hrten zu einer Aggregation des PSItri,
weshalb keine stabile Absorption gemessen werden konnte. Die Art des verwendeten
Puffers beeinflusst die Affinita¨t; in Tricinpuffer war KM bis zu sechsmal geringer als in
Phosphatpuffer, wa¨hrend die Wechselzahl konstant blieb (Tabelle 3.2). Um die Ursache
zu identifizieren, wurden fu¨nf verschiedene Puffer bei einer Cyt cHH Konzentration von
16 µM getestet (Abbildung 3.10). Die Reduktionsrate nahm in allen getesteten Puffern
linear mit der Konzentration ab. Die Rate war am ho¨chsten in Tricin und Tris, gefolgt
von HEPES und MOPS. Am geringsten war die Rate in Phosphatpuffer. Diese Reihen-
folge korreliert mit der Ionensta¨rke der Puffer, weshalb der Einfluss der Ionensta¨rke im
Folgenden na¨her beleuchtet werden soll. Die Reduktionsrate wurde mit verschiedenen
Konzentrationen der Salze NaCl, KCl, NH4Cl, Na2SO4, CaCl2, MgCl2 und MgSO4
untersucht. Die Reduktionsrate von PSItri mit Cyt cHH nahm mit steigender Konzen-
tration ab, wobei keines der eingesetzten Ionen einen spezifischen Effekt zeigte (Abbil-
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Abbildung 3.9: P+700-Reduktionskinetik des PSItri durch Cyt cHH (schwarz und grau)
und Cyt c6 (rot). Die Reaktion mit Cyt cHH erfolgte in 5mM Phosphatpuffer bei pH 7,5
(grau) und pH 8,0 (schwarz). Die Reaktion mit Cyt c6 erfolgte in 25mM Tricin (pH 8,0) mit
10mM MgSO4. Aus der zeitabha¨ngigen Reduktion von P
+
700 wurde die beobachtete kineti-
sche Konstante kobs mit einer Exponentialfunktion bestimmt. Aus dem linearen Bereich der
Steigung von kobs gegen die Cytochrom-Konzentration ergibt sich die kinetische Konstante
der Assoziation kon.
dung 3.11). Zwar fu¨hrten divalente Ionen bei gleicher Konzentration zu einer sta¨rkeren
Verringerung der Reduktionsrate als monovalente Ionen, dies ist jedoch auf die gro¨ßere
Ionensta¨rke divalenter Ionen zuru¨ckzufu¨hren. Die Wechselzahl kcat war bei der PSItri-
Cyt cHH-Interaktion unabha¨ngig von der Ionensta¨rke, weshalb die A¨nderung in der
Reduktionsrate auf eine A¨nderung von KM zuru¨ckzufu¨hren ist (Tabelle 3.2). Eine
Verringerung der Affinita¨t durch erho¨hte Ionensta¨rke la¨sst auf eine elektrostatische
Wechselwirkung der PSItri-Cyt cHH-Interaktion schließen.
Der Einfluss der gelo¨sten Ionen auf die PSItri-Cyt c6-Interaktion unterschied sich von
dem der PSItri-Cyt cHH-Interaktion (Abbildung 3.11). Die Sauerstoffreduktionsrate
von PSItri mit Cyt c6 war bei niedrigen Ionensta¨rken gro¨ßer in pH 6 als in pH 8.
Mit zunehmender Ionensta¨rke nahm die Reduktionsrate bei pH 6 ab, wa¨hrend sie
bei pH 8 zunahm. Auch zeigte sich hier ein spezifischer Einfluss der Art der verwen-
deten Ionen. Divalente Kationen hatten bei pH 8 im Bereich von 10mM bis 1000mM
Ionensta¨rke einen gro¨ßeren Effekt auf die Reduktionsrate als divalente Anionen oder
monovalente Ionen. Mit CaCl2-Konzentrationen u¨ber 100mM Ionensta¨rke verringerte
sich die Reduktionsrate. Die Zunahme der Reduktionsrate basierte nicht nur auf einer
Erho¨hung der Affinita¨t, sondern auch auf einer Erho¨hung von kcat (Tabelle 3.2). Die
Affinita¨t des PSItri fu¨r Cyt c6 war unter niedrigen und mittleren Ionensta¨rken geringer
als fu¨r Cyt cHH. Auch die P
+
700-Reduktionskinetik von PSItri
+ und Cyt c6
– war mit
einer kon von 0,5 · 107M–1 · s–1 bei pH 8 und 10mM MgSO4 geringer (Abbildung 3.9).
Eine Erho¨hung der Reduktionsrate mit zunehmender Ionensta¨rke konnte auch dann
beobachtet werden, wenn PSItri mit Cyt c6 aus dem mesophilen Cyanobakterium
Synechocystis sp. reduziert wurde (Abbildung 3.12). Im Gegensatz zum nativen Cyt c6
war die Reduktionsrate bei niedriger Ionensta¨rke in pH 6 geringer als in pH 8.
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Tabelle 3.2: Sauerstoffreduktion von PSItri mit Cyt cHH und Cyt c6. Die Messungen
erfolgten in 5mM Phosphatpuffer oder 25mM Tricin-NaOH. Kinetische Konstanten wurden
durch das Michaelis-Menten-Modell ermittelt. Die spezifische Konstante kcat/KM ist in
µM–1s–1 angegeben. Die Standardabweichungen stammen aus jeweils drei unabha¨ngigen
Messungen. Die Tabelle ist modifiziert nach Ko¨lsch et al. (2018).




Cyt cHH Phosphatpuffer 6,0 11,5 ± 2,8 7,1 ± 1,3 0,6
Phosphatpuffer 6,5 14,2 ± 2,7 8,5 ± 0,7 0,6
Phosphatpuffer 7,0 22,8 ± 2,8 20,3 ± 1,0 0,9
Phosphatpuffer 7,5 23,5 ± 2,3 28,9 ± 1,1 1,2
Tricin 7,5 4,9 ± 0,5 27,7 ± 1,5 5,7
Phosphatpuffer 8,0 30,5 ± 3,0 34,9 ± 3,1 1,1
Tricin 8,0 5,0 ± 0,7 34,3 ± 1,9 6,9
Tricin + 25mM NaCl 8,0 10,8 ± 1,7 34,8 ± 1,4 3,2
Tricin + 10mM MgSO4 8,0 44,7 ± 3,6 31,2 ± 0,9 0,7
Cyt c6 Tricin 8,0 290 ± 45 55 ± 9 0,2
Tricin + 10mM MgSO4 8,0 65 ± 9 143 ± 11 2,2
Tricin + 200mM MgSO4 8,0 33,3 ± 1,3 159 ± 2 4,7
Abbildung 3.10: Einfluss der Pufferkonzentration auf die Sauerstoffreduktionsrate. PSItri
(5 µgChlorophyll ·ml–1) und 16 µM Cyt cHH wurden in Tricin- (rote Kreise), HEPES-
(rote Rauten), Tris- (schwarze Rechtecke), MOPS- (schwarze Kreuze) und Phosphapuffer
(schwarze Dreiecke) bei pH 8,0 im Standardreaktionsansatz gemessen. Die Standardabwei-
chungen stammen aus jeweils drei unabha¨ngigen Messungen. Die Abbildung wurde Ko¨lsch et
al. (2018) entnommen.
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Abbildung 3.11: Sauerstoffreduktionsraten von PSItri mit 16 µM Cyt cHH (oben) und
Cyt c6 (unten) bei pH 6 (links) und pH 8 (rechts) in Abha¨ngigkeit der Ionensta¨rke. Mono-
valente Ionen sowie divalente Anionen sind als Kreise und divalente Kationen als Rechtecke
dargestellt. Die eingesetzten Salze waren NaCl (schwarz) und MgCl2 (rot). Fu¨r Cyt c6 bei
pH 8 wurde des Weiteren zwischen NH4Cl (blau), Na2SO4 (gelb), CaCl2 (grau) und MgSO4
(Tu¨rkis) unterschieden. Zur besseren U¨bersicht wurden NaCl, MgCl2 und CaCl2 mit Linien
hervorgehoben. Alle Messungen erfolgten in 25mM Tricin-NaOH (pH 8) oder 5mM MES-
NaOH (pH 6) im Standardreaktionsansatz. Der Beitrag der Puffer zur Ionensta¨rke wurde
mittels Henderson-Hasselbalch-Gleichung mit pKA 8,2 (Tricin) und 6,2 (MES) berechnet.
Die Standardabweichungen stammen aus 3 bis 9 unabha¨ngigen Messungen. Die Abbildung
wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen (modifiziert).
Abbildung 3.12: Sauerstoffreduktionsraten von PSItri aus T. elongatus mit 2 µM Cyt c6
aus Synechocystis sp. PCC 6803. A: Abha¨ngigkeit der Reduktionsrate von der Ionensta¨rke,
gemessen mit MgSO4 bei pH 8. B: Reduktionsraten ohne Salz oder mit 10mM NaCl und
10mM MgSO4 in pH 6 (schwarz) und pH 8 (rot). Alle Messungen erfolgten in 25mM Tricin-
NaOH (pH 8) und MES-NaOH (pH 6) im Standardreaktionsansatz. Die Standardabweichung
wurden aus drei unabha¨ngigen Messungen berechnet.
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3.2.2 Einfluss des Oxidationszustands
Wa¨hrend das Michaelis-Menten-Modell die PSI-Cytochrom-Bindung indirekt u¨ber
die Redoxreaktion beschreibt, lassen sich Bindungsparameter auch direkt mittels
isothermer Titrationskalorimetrie ermitteln. Die Proteine ko¨nnen somit in einem spezi-
fischen Oxidationszustand analysiert werden. Diese Methode nutzt die Wa¨rmea¨nderung
des Systems, die wa¨hrend der Bindung der Proteine auftritt. Die Wa¨rmea¨nderung
ist sehr klein (im µJ-Bereich), weshalb hohe Proteinkonzentrationen erforderlich sind.
Hohe Konzentrationen ko¨nnen zu Proteinaggregaten fu¨hren, die durch Dissoziation
wa¨hrend der Titration ebenfalls eine Wa¨rmea¨nderung induzieren. Um Aggregate des
PSItri auszuschließen, wurde die Lo¨slichkeit unter niedrigen Ionensta¨rken u¨berpru¨ft
(Tabelle 3.3). 25 mM NaCl und 30 µM P700 (10 mg ·ml–1) waren fu¨r eine Messung
geeignet. Die Messung erfolgte unter reduzierten Bedingungen in Anwesenheit von
Natriumascorbat oder unter oxidierten Bedingungen ohne Zugabe eines Oxidations-
mittels.
Die Bindung von Cyt cHH an PSItri wies eine positive Enthalpie (∆H ) auf und war
somit entropiegetrieben (Abbildung 3.13). Die Bindung war unabha¨ngig vom Oxida-
tionszustand der Proteine; oxidiertes und reduziertes Cyt cHH banden mit identi-
schen Parametern (Tabelle 3.4). Aufgrund des geringen C-Wertes (Gleichung 2.11)
konnte die Anzahl der Bindungsstellen nicht direkt aus den Daten ermittelt werden.
Die Daten beider Oxidationszusta¨nde liesen sich jedoch nicht mit einer einzigen oder
zwei Cyt cHH-Bindungsstellen pro P700 beschreiben (Abbildung 3.13, Residuen). Es
musste ein Modell mit zwei unterschiedlichen Typen von Bindungsstellen angewandt
werden. Fu¨r ein Modell mit zwei Typen von Bindungsstellen mit sechs freien Parame-
tern musste aufgrund des geringen C-Wertes Variablen vorgegeben werden. Da gema¨ß
der Reduktionsraten eine Bindungsstelle mit einer K M von 11 µM vorlag, wurde n1 = 1
und K D1 = 11 µM konstant gesetzt (Tabelle 3.4). Aus diesem Modell ergab sich fu¨r den
zweiten Typ von Bindungsstellen n2> 1 mit sehr geringen Bindungsenthalpien. Dies
weist darauf hin, dass der zweite Typ von Bindungsstellen eine undefinierbare Anzahl
unspezifischer Bindungsstellen darstellt.
Die Bindung des nativen Cyt c6 an PSItri unterschied sich von der des Cyt cHH
(Abbildung 3.14). Die Bindungsenthalpie (∆H ) war negativ und somit exotherm. Des
Weiteren lag hier eine Abha¨ngigkeit vom Oxidationszustand der Proteine vor. Wa¨hrend
im reduzierten Zustand eine Bindungskurve zu erkennen war, hob sich der oxidierte
Zustand nicht von der Verdu¨nnungswa¨rme ab. Affinita¨t und Bindungsenthalpie sind
Tabelle 3.4 zu entnehmen. Aufgrund des geringen Verha¨ltnisses zwischen Bindungsent-
halpie und Verdu¨nnungswa¨rme sind diese Werte jedoch stark fehlerbehaftet. Da die
Affinita¨t von PSItri zu Cyt c6 mit zweiwertigen Kationen zunahm, wurde die Messung
in 200 mM MgSO4 wiederholt. Unter diesen Bedingungen gelang es jedoch nicht, ein
stabiles Messsignal zu erhalten (Abbildung 3.14).
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Tabelle 3.3: Lo¨slichkeit von PSItri in hoher Proteinkonzentration und niedriger Ionensta¨rke.
PSItri wurde in 25mM Tricin-NaOH (pH 8,0) mit 100mM NaCl und 0,02% DDM solubilisiert,
anschließend auf 30 µM P700 und seine finale NaCl-Konzentration verdu¨nnt und mittels DLS
vermessen. Eine hohe Polydispersita¨t (Pd) entsteht durch Aggregation, wa¨hrend eine monodi-
sperse Lo¨sung eine niedrige Pd (≤10%) aufweist. Die Standardabweichungen stammen aus
drei unabha¨ngigen Messungen. Die Tabelle ist aus Ko¨lsch et al. (2018) entnommen.
NaCl [mM] RH [nm] Pd [%]
10 – –
15 9,2 18± 3
20 9,1 10± 1
25 8,8 5± 1
30 8,8 5± 1
35 8,8 5± 1
Abbildung 3.13: Isotherme Titrationskalorimetrie von PSItri mit Cyt cHH. A: Ther-
mogramme der Hintergrundmessungen und PSItri-Cyt cHH-Titrationen unter oxidierenden
und reduzierenden Bedingungen. B: Auswertung der integrierten Signale und Residuen. Es
wurde ein Modell mit n=1 Bindungsstellen (gestrichelte linie), bzw. mit n=1,5 Bindungs-
stellen (durchgezogene Linie) an die Daten angena¨hert. Die Parameter sind Tabelle 3.4 zu
entnehmen. Die Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen (modifiziert).
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Abbildung 3.14: Isotherme Titrationskalorimetrie von PSItri mit Cyt c6. A:
Verdu¨nnungswa¨rme des Cyt c6 (rot) und Bindungswa¨rmen unter niedriger Ionensta¨rke
(25mM NaCl, schwarz). B: Exemplarische, nicht auswertbare Thermogramme der Cyt c6-
Titration unter hoher Ionensa¨rke (200mMMgSO4). Die Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018)
entnommen (modifiziert).
Tabelle 3.4: Bindungsparameter aus der isothermen Titrationskalorimetrie. Die Daten
wurden mit einem Modell mit ein oder zwei Typen von Bindungsstellen angena¨hert; n: Anzahl
der Bindungsstellen, KD: Dissoziationskonstante, ∆H: Bindungsenthalpie,
*Konstanten aus
den Sauerstoffreduktionsraten. Die Cytochrome wurden in 30 µM P700 (10mg ·ml–1 PSItri)
unter Standardbedingungen mit 25mM NaCl und mit (reduziert) oder ohne 5mM Natriu-
mascorbat (oxidiert) titriert. Die Standardabweichungen sind fu¨r drei unabha¨ngige Messungen
angegeben. Die Tabelle ist aus Ko¨lsch et al. (2018) entnommen.
Cyt cHH (ox) Cyt cHH (red) Cyt c6 (red)
Modell 1 2 1 2 1
n1 1,5± 0,1 1* 1,5± 0,2 1* 1*
KD1 [µM] 18,8± 0,2 11* 24,8± 1,2 11* 21± 3
∆H 1 [kcal ·mol–1] 5,3± 0,1 8,5± 0,3 4,5± 0,3 7,3± 0,4 -1,4± 0,1
n2 2,0± 0,2 6,4± 1,2
KD2 [µM] 28,4± 1,0 39,4± 5,4
∆H 2 [kcal ·mol–1] -0,5± 0,1 -0,2± 0,1
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3.2.3 Theoretische Analyse des Elektronentransferkomplexes
Die Struktur des PSI-Cytochrom-Komplexes konnte experimentell unter niedrigen
Auflo¨sungen rekonstruiert werden. Um Elektronentransportprozesse zu beschreiben,
sind jedoch sehr hohe Auflo¨sungen notwendig. Da zu Beginn dieser Arbeit bereits hoch-
aufgelo¨ste Strukturen sowohl fu¨r PSI als auch fu¨r die beiden Cytochrome Cyt cHH und
Cyt c6 vorlagen (Jordan et al. 2001; Bushnell et al. 1990; Beißinger et al. 1998), wurde
die Struktur des Komplexes mit theoretischen Methoden angena¨hert. Mittels rigid-body
docking ko¨nnen die Position und die Orientierung der Proteine identifiziert werden, die
thermodynamisch zu einer Bindung fu¨hren ko¨nnen. Diese potenziellen Bindungsstellen
werden im Folgenden als Dockingstellen bezeichnet. Das rigid-body docking gibt fu¨r
PSI mit den Cytochromen jeweils 10 000 Dockingstellen aus, die in Abbildung 3.15
dargestellt sind. Fu¨r das rigid-body docking von PSI mit Cyt cHH ergaben sich an der
cytoplasmatischen Seite des PSI 107 Dockingstellen mit negativem ∆G von bis zu
–14,4 kcal ·mol–1. An der luminalen Seite fanden sich dagegen 2520 Dockingstellen mit
bis zu –28,3 kcal ·mol–1. Die Bindung von Cyt cHH an PSI erfolgt demnach bevorzugt
an der luminalen Seite. Diese Dockingstellen sind u¨ber die gesamte luminale Oberfla¨che
des PSI verteilt. Jedoch gibt es, obwohl Cyt cHH nicht der native Elektronendonor des
PSI ist, in der Na¨he von P700 eine Verdichtung hochenergetischer Dockingstellen.
Das rigid-body docking mit Cyt c6 ergab 1380 Dockingstellen mit negativem ∆G an
der cytoplasmatischen Seite von bis zu –20,7 kcal ·mol–1 und 2119 luminale Dockings-
stellen mit bis zu –30,6 kcal ·mol–1. Auch die Cyt c6-Dockingstellen sind u¨ber die
gesamte luminale Oberfla¨che des PSI verteilt. Die Ballung hochenergetischer Cyt c6-
Dockingstellen in der Na¨he von P700 ist sta¨rker als die des Cyt cHH.
Damit ein Elektronentransfer von Cytochrom c auf PSI erfolgen kann, muss die
Ha¨m-Gruppe in ra¨umlicher Na¨he zu P700 sein. Aufgrund von Mutationsstudien ist
bekannt, dass zwei luminal von P700 lokalisierte Tryptophane, TrpA655 und TrpB631,
an der Bindung des Cytochroms c beteiligt sind (Sommer et al. 2002; Sommer et al.
2004). Von den 300 energiereichsten Dockingstellen des Cyt cHH (–28 kcal ·mol–1
bis –15 kcal ·mol–1) wiesen 36 einen Abstand zwischen Kohlenstoffatomen der Ha¨m-
Gruppe und TrpA655 bzw. TrpB631 (CHa¨m-CTrp) von maximal 10 A˚ auf. In Abschnitt
3.2.1 konnte gezeigt werden, dass die Bindung des Cyt cHH von der Ionensta¨rke und
dem pH-Wert abha¨ngt. Die elektrostatische Bindungsenergie wurde daher mit der
Poisson-Boltzmann-Gleichung unter pH 6 und pH 8 fu¨r verschiedene Ionensta¨rken neu
berechnet (Abbildung 3.16). Bei 7 der 36 Dockingstellen a¨nderte sich die Bindungs-
energie entsprechend den gemessenen Werten: Die Energie war negativer bei pH 8
als bei pH 6 und wurde in beiden pH-Werten mit zunehmender Ionensta¨rke weniger
negativ. Von diesen 7 Dockingstellen wies diejenige mit der negativsten Bindungs-
energie zugleich den geringsten CHa¨m-CTrp-Abstand (4,5 A˚) auf (Abbildung 3.17). Der
Abstand zwischen dem Eisenion der Ha¨m-Gruppe und den Magnesiumionen des P700
betra¨gt 24,3 A˚ und 24,9 A˚.
Von den 100 energiereichsten Dockingstellen des Cyt c6 (–31 kcal ·mol–1 bis
–15 kcal ·mol–1) wiesen 25 einen CHa¨m-CTrp-Abstand von maximal 10 A˚ auf. Im Gegen-
satz zur Bindung des nicht nativen PSI-Cyt cHH-Komplexes wurde die Bindung nativer
PSI-Cyt c6-Komplexe bereits in vielen Organismen untersucht. Insbesondere die Daten
einer NMR-Analyse der PSI-Cyt c6-Interaktion des nah verwandten Cyanobakteriums
Nostoc sp. PCC 7119 konnten fu¨r die Identifikation der nativen Bindungsstelle genutzt
werden (Dı´az-Moreno et al. 2005). Durch die NMR-Perturbationsverschiebung (NMR
perturbation shift) ist die an der Bindung beteiligte Oberfla¨che des Cyt c6 bekannt.
In 13 der 25 Dockingstellen war das Cyt c6 so orientiert, dass die entsprechende
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Abbildung 3.15: Verteilung der potenziellen Cyt cHH- (links) und Cyt c6-Bindungsstellen
(rechts) an PSI. Cytochrom-Dockingstellen des rigid-body dockings sind als Kugeln darge-
stellt. Die mittels pyDock berechnete Bindungsenergie ist durch das Farbschema wiederge-
geben. Dockingstellen mit Energien < – 20 kcal ·mol–1 sind mit einem vergro¨ßerten Radius
kenntlich gemacht. Die Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen (modifiziert).
Oberfla¨che in Kontakt mit PSI war. Wie auch fu¨r Cyt cHH wurde die Bindungs-
energie dieser 13 Dockingstellen in Abha¨ngigkeit vom pH-Wert und der Ionensta¨rke neu
berechnet (Abbildung 3.16). Die wahrscheinlichste Dockingstelle hat einen CHa¨m-CTrp-
Abstand von 2,5 A˚ und eine Bindungsenergie von –15,5 kcal ·mol–1 (Abbildung 3.17).
Der Abstand zwischen dem Ha¨m-Eisenion und den P700-Magnesiumionen betra¨gt
21,4 A˚ bzw. 21,3 A˚. Die elektrostatische Bindungsenergie dieses Komplexes ist in pH 8
positiv, was auf eine Abstoßung geladener Seitenketten schließen la¨sst. Durch Erho¨hen
der Ionensta¨rke werden die sich abstoßenden geladenen Gruppen abgeschirmt, was zu
einer Verringerung der positiven Energie und damit einer Erho¨hung der Affinita¨t fu¨hrt.
Dies ist in guter U¨bereinstimmung mit der Zunahme der Affinita¨t durch Erho¨hen der
Ionensta¨rke bei pH 8 (Abschnitt 3.2.1). In dieser Dockingstelle befindet sich Cyt c6 nah
an einer luminalen Schleife von PsaA. Die negativ geladene Aminosa¨ure Asp628 dieser
Schleife ist 7,4 A˚ von der negativ geladenen Aminosa¨ure Glu34 des Cyt c6 entfernt, was
den Einfluss der Ionensta¨rke erkla¨rt.
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Abbildung 3.16: Neuberechnung der Bindungsenergie ausgewa¨hlter Dockingstellen
(Abbildung 3.17). Die Bindung von Cyt cHH (schwarz) und Cyt c6 (weiß) an PSI wurde
bei pH 6 (Kreise) und pH 8 (Quadrate) in Anwesenheit von 0, 10 und 100mM MgSO4 mit
der Poisson-Boltzmann-Gleichung berechnet. Fu¨r Cyt c6 wurde ein 6x-His-Tag mit zufa¨lliger
Orientierung in die Berechnung einbezogen. Die Proteindielektrizita¨tskonstante betrug 10 und
die Temperatur 20 °C. Die Berechung erfolgte in APBS 1.4 mit einem amber-force-field. Die
Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen (modifiziert).
Abbildung 3.17: Modell der Cyt cHH (oben) und Cyt c6 (unten) Bindungsstelle an PSI.
Gezeigt sind die Dockingstellen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit der spezifischen Cyto-
chrom c-Bindungsstelle an PSI entsprechen. Die Ha¨m-Gruppen beider Cytochrome wech-
selwirken mit den luminalen, hydrophoben Tryptophanen TrpA655 und TrpB631 (blau). Die
ku¨rzesten Absta¨nde zwischen der Ha¨m-Gruppe und den Tryptophanen ist eingezeichnet
(gestrichelte Linie). Cyt c6 interagiert nicht mit PsaF (lila) und ist in ra¨umlicher Na¨he zu
einer luminalen Schleife von PsaA (gelb). Diese ra¨umliche Na¨he fu¨hrt zu einer repulsiven
Interaktion zwischen den Seitenketten Glu34 (Cyt c6) und Asp628 (PsaA, gestrichelte Linie
links unten). Die Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen (modifiziert).
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Tabelle 3.5: Gro¨ße des PSImono und PSItri unter Annahme eines ellipsoiden Zylinders.
La¨nge und Durchmesser sind in Abbildung 3.18 veranschaulicht.
Monomer Trimer
La¨nge [A˚] 71± 5 71± 5
Durchmesser1 [A˚] 100± 10 220± 10
Durchmesser2 [A˚] 170± 10 220± 10
3.3 Analyse der PSI-Struktur
3.3.1 PSI in Lo¨sung (SAXS, SANS)
Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Komplexbildung aus PSI mit Cytochrom c.
Hierzu sollte zuna¨chst die Struktur des PSI im Detail analysiert werden. PSI wurde
durch Zugabe des Detergens DDM solubilisiert, wobei sich ein Detergensgu¨rtel um
die hydrophobe Oberfla¨che des Proteins legte. Der Detergensgu¨rtel kann mit der
Kleinwinkelstreuung analysiert werden. Die Kleinwinkelstreuung wurde in Koopera-
tion mit Prof. J. Pieper (Universita¨t Tartu) gemessen. Aus der Kristallstruktur (PDB-
Code: 1jb0, Jordan et al. 2001) lassen sich fu¨r PSImono und PSItri Gyrationsradien
von 4,1 nm bzw. 6,8 nm berechnen. Die Gyrationsradien aus dem Guinier-Plot der
Ro¨ntgenkleinwinkelstreuung betrugen dagegen 5,8 nm bzw. 7,8 nm. Dieser große Unter-
schied verdeutlicht die Bedeutung des Detergensgu¨rtels fu¨r die Messung von Membran-
proteinen. Die Form eines Partikels kann durch das Verha¨ltnis des Gyrationsradius zum
hydrodynamischen Radius abgescha¨tzt werden. Mit den hydrodynamischen Radien
von 6,9 nm und 9,8 nm (Abschnitt 3.1.1) liegt ein Verha¨ltnis von 0,84 bzw. 0,80 vor.
Dies weicht signifikant von dem RG/RH-Verha¨ltnis einer Kugel mit ideal verteilten
Massen ab und weist fu¨r beide PSI-Formen auf eine elliptische Struktur hin. Aufgrund
der bekannten diskusfo¨rmigen (gestauchten Zylinder) Struktur des PSItri wurden die
gemessenen Kleinwinkelstreuungen mit einem Modell eines ellipsoiden Zylinders analy-
siert (Tabelle 3.5). Der Formfaktor eines ellipsoiden Zylinders wurde von Feigin und
Svergun beschrieben (Feigin und Svergun 1987).
Das aus der Streuung simulierten Strukturmodelle des PSImono und des PSItri sind
signifikant gro¨ßer als die Kristallstruktur von Jordan et al. (PDB-Code: 1jb0). Eine
Erga¨nzung der Kristallstruktur um eine ringfo¨rmige, 2 nm breite Monoschicht aus 1024
DDM-Moleku¨len (PSImono) bzw. 1472 DDM-Moleku¨len (PSItri) fu¨hrte zu einer guten
U¨bereinstimmung zwischen der theoretischen und der gemessenen Streuung (Abbil-
dung 3.18).
Da sich die Streula¨ngendichte des DDM von der des Proteins unterscheidet,
la¨sst sich der Detergensgu¨rtel auch durch Kontrastvariation mittels Neutronen-
kleinwinkelstreuung analysieren. Durch ein definiertes D2O/H2O-Verha¨ltnis wird die
Streula¨ngendichte des Mediums mit der Streula¨ngendichte der Detergensmoleku¨le
abgeglichen. Das Detergens zeigt somit dieselbe Streuung wie der Hintergrund und
kann vom Protein unterschieden werden; man spricht von einem Kontrast-Matching.
DDM hat eine Streula¨ngendichte von 0,65 · 10–6 A˚–2, was einer D2O-Konzentration
von 18 % entspricht. Das DDM setzt sich jedoch aus einem hydrophilen Maltosid
mit einer Streula¨nge von 1,5 · 10–6 A˚–2 und einem hydrophoben Dodecylrest mit
–0,2 · 10–6 A˚–2 zusammen. Die Streula¨ngendichte des Dodecylrestes entspricht einer
D2O-Konzentration von 5 %. In Abbildung 3.19 ist die Streuung des PSItri mit 5 %
und 18 % D2O gezeigt. Bis zu einem Streuvektor q von 0,08 A˚
–1 stimmten die Streu-
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Abbildung 3.18: SAXS-Strukturmodell der PSImono (oben) und PSItri (unten) mit einge-
zeichneter Kristallstruktur (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001). In der luminalen Ansicht
(links) und der Seitenansicht (Mitte) ist zu erkennen, dass das Modell (graue Kugeln) u¨ber
die Kristallstruktur hinausgeht. Rechts ist die Kristallstruktur mit einer ringfo¨rmigen DDM-
Monoschicht versehen, wodurch das Modell vollsta¨ndig beschrieben werden kann. Durch-
messer und La¨nge aus Tabelle 3.5 wurden schematisch eingezeichnet. Das Modell wurde mit
DAMMIF erstellt und der Detergensgu¨rtel wurde mit PyMOL um die Kristallstruktur gelegt
(Franke und Svergun 2009; Schro¨dinger, LLC 2015). Die Abbildung wurde in modifizierter
Form von Dr. M. Golub erstellt und in einer gemeinsamen Publikation vero¨ffentlicht (Golub
et al. 2017b).
Abbildung 3.19: Kleinwinkelstreuung mit Kontrastvariation. PSItri-SANS-Daten wurden
in 18% (gru¨ne Kreise) und 5% (weiße Vierecke) D2O aufgenommen (links). Beide Kontraste
stimmen bis zu einem Streuvektor q von 0,08 A˚–1 u¨berein und ko¨nnen mit identischer
Abstandsverteilungsfunktion beschrieben werden (rechts). Die Abbildung wurde in modifi-
zierter Form von Dr. M Golub erstellt und wird in einer gemeinsamen Arbeit vero¨ffentlicht
(Golub et al. 2020, in Vorbereitung).
ungen u¨berein. Eine Unterscheidung zwischen verschiedenen Bereichen des Detergens
ergab unter diesem Streuvektor keine Verbesserung der Struktur. Da der Kontrast
zwischen Protein und 5% D2O gro¨ßer war als mit 18%, war 5% D2O besser geeignet,
um q > 0,08 A˚–1 zu beschreiben. Es wurde ein Modell des PSItri ohne Detergensgu¨rtel
anhand dieser Streuungsdaten erstellt (Abbildung 3.20). Die Solubilisierung des PSI
kann sich auf die Struktur von Photosystemen auswirken (Watanabe et al. 2009). Um
den Einfluss des Detergens wa¨hrend der Isolation des PSI zu u¨berpru¨fen, wurden SANS-
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Abbildung 3.20: SANS-Strukturmodell (weiße Kugeln) des PSItri mit eingezeichneter
Kristallstruktur (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001). Die Trimersisierungsuntereinheit PsaL
ist blau, die restlichen Transmembranuntereinheiten rot und die cytoplasmatischen Unter-
einheiten gru¨n dargestellt. Im Gegensatz zum SAXS-Strukturmodell wurde der Beitrag des
Detergensgu¨rtels zum SANS-Strukturmodell durch die Kontrastvariation ausgeschlossen. Die
Abbildung wurde in modifizierter Form von Dr. M Golub erstellt und wird in einer gemein-
samen Arbeit vero¨ffentlicht (Golub et al. 2020, in Vorbereitung).
Messungen mit zwei Isolaten durchgefu¨hrt. Ein PSItri wurde unter Standardbedin-
gungen isoliert (0,55% DDM), ein weiteres Isolat mit 2% DDM. Beide PSI-Trimere
ergaben identische Streukurven und somit identische Strukturen.
3.3.2 Komplexbildung in Lo¨sung
Wie in Abschnitt 3.2.1 gezeigt, haben PSItri und Cyt cHH eine hohe Affinita¨t bei
geringer Ionensta¨rke. Es wurde untersucht, ob dies auch zur Bildung eines stabilen
Komplexes fu¨hrt. PSItri und Cyt cHH wurden zusammen in niedriger und hoher
Ionensta¨rke bei pH 7 und pH 8 inkubiert. Anschließend wurde die Proteinlo¨sung in
einem Zentrifugalkonzentrator (MWCO 100 000 ) mit demselben Puffer gewaschen.
Das 12 kDa große Cyt cHH wurde dabei von PSItri getrennt, es sei denn, es war an
PSI gebunden. Bei Ionensta¨rken ≥200mM war bereits nach zwei Waschschritten kein
Cyt cHH mehr im U¨berstand nachweisbar (Abbildung 3.21). In niedrigen Ionensta¨rken
blieb das Cyt cHH dagegen auch nach sieben Waschschritten noch im U¨berstand
nachweisbar und musste daher an dem gro¨ßeren PSItri gebunden sein. Aufgrund der
Lo¨slichkeit von PSItri konnte die Komplexbildung nicht bei pH 6 u¨berpru¨ft werden.
Ein weiterer Nachweis der Komplexbildung wurde mittels Kleinwinkelstreuung
durchgefu¨hrt. Hierzu wurden Bedingungen gewa¨hlt, in denen der KM-Wert 10 µM
(Cyt cHH) bzw. 30 µM (Cyt c6) betrug (Tabelle 3.2). Die Proteinkonzentrationen
wurden so gewa¨hlt, dass 90% des PSItri mit Cytochrom c gesa¨ttigt war. Durch die
Bindung des kleinen Cytochroms an das große PSItri war nur eine geringe A¨nderung
der Streukurve zu erwarten. Daher wurde 5% D2O, welches einen sta¨rkeren Kontrast
zum Protein als 18% D2O aufweist, fu¨r diese Messung eingesetzt. Der Beitrag der freien
Cytochrome zur Streukurve war aufgrund ihrer geringen Gro¨ße vernachla¨ssigbar. Durch
die Zugabe von Cyt cHH bzw. Cyt c6 trat eine signifikante Verschiebung der Streukurve
auf (Abbildung 3.22). Diese Verschiebung konnte durch ein PSItri, an dessen luminaler
Seite ein Cyt cHH oder Cyt c6 gebunden ist, beschrieben werden. Fu¨r eine genauere
Lokalisation des Cytochroms reichte die Auflo¨sung der Methode jedoch nicht aus.
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Abbildung 3.21: Massenspektrometrische Analyse der Komplexbildung von PSItri mit
Cyt cHH in Lo¨sung. PSItri wurde mit Cyt cHH in niedriger (links) und hoher (rechts)
Ionensta¨rke in einem Zentrifugalkonzentrator (MWCO 100 000 ) filtriert. Cyt cHH war bei
niedriger Ionensta¨rke im PSI-haltigen U¨berstand nachweisbar (siehe 12 360 g ·mol–1). Fu¨r
die hier dargestellten Messungen wurde die linke Probe siebenmal gewaschen und die rechte
zweimal. Die Abbildung wurde Stieger et al. (2016) entnommen (modifiziert).
Abbildung 3.22: Kleinwinkelstreuung von PSItri mit Cyt c6. Im Bereich von q≈ 0,07 A˚–1
kommt es zu einer Verschiebung der Streukurve durch gebundenes Cyt c6. Die Abbildung
wurde in modifizierter Form von Dr. M Golub erstellt und wird in einer gemeinsamen Arbeit
vero¨ffentlicht (Golub et al. 2020, in Vorbereitung).
3.3.3 Kristallisation des PSItri
Die Proteinstrukturen mit den bisher ho¨chsten Auflo¨sungen konnten mittels Kristall-
strukturanalyse gelo¨st werden. Im Kristall werden Kristallkontakte gebildet, die
die Proteine stabilisieren. PSItri konnte bereits in den 1990er Jahren mittels
Einsalzen kristallisiert werden (Krauß et al. 1993). Eine Kristallisation unter niedrigen
Ionensta¨rken konnte im Rahmen meiner Arbeit reproduziert werden (Abbildung 3.23).
Die niedrige Ionensta¨rke konnte durch eine Verdu¨nnung der Lo¨sung oder eine Dialyse
erreicht werden. Die Dialyse einer 7,5µM P700-Lo¨sung gegen 5mM MES-NaOH (pH 6)
mit 5mM MgSO4 und 0,02% DDM eignete sich, um große Kristalle, die bis zu einer
Auflo¨sung von 3,5 A˚ streuten, wachsen zu lassen. Auch bei moderater Salzkonzentra-
tion gelang es, PSItri zu kristallisieren (Abbildung 3.24). Mit diesen im sitting drop
gewachsenen Kristallen konnten Auflo¨sung bis zu 8 A˚ erreicht werden.
Die Herstellung von Makrokristallen ist in einigen Fa¨llen schlecht reproduzierbar.
Im Rahmen meiner Arbeit kristallisierte in den Dialysen mit niedriger Ionensta¨rke
nur jeder zweite Ansatz, wa¨hrend in der anderen Ha¨lfte der Ansa¨tze das Protein in
72 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Abbildung 3.23: Habitus der unter niedrigen Ionensta¨rken gewachsenen PSItri Kristalle.
Links sind Kristalle im Polarisationsmikroskop dargestellt (60µm× 10 µm) und rechts ist
die hexagonale Form der Kristalle zu erkennen. Alle unter diesen Bedingungen gewonnenen
Kristalle sind nadelfo¨rmig. Auch der rechte hexagonale Kristall ist eine aufrechtstehende
100 µm× 100 µm× 500 µm große Nadel.
scheibenfo¨rmigen Aggregaten ausfiel. Auch waren die Kristalle oft verwachsen. Um
zuverla¨ssig Kristalle zu erhalten, wurden die Dialysekristalle daher mechanisch zerklei-
nert und als Keime in eine PSItri-Lo¨sung gegeben. Zum Zerkleinern eignete sich das
Seed Bead Kit von Hampton Research, in dem die Kristalle zusammen mit einem
Teflonball in einem Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß auf einem Vortexer rotiert wurden. Glas-
perlen bescha¨digten dagegen das PSItri, was sich an einer A¨nderung des Absorptions-
spektrums erkennen ließ (Abbildung 3.25). Zwei Kristalle aus Dialyseansa¨tzen wurden
in 50 µl 5mM MES (pH 6) mit 0,02% DDM aufgenommen und mit dem Seed Bead Kit
2min zerkleinert. Die Bruchstu¨cke waren bis zu 50 µm groß und konnten in einer auf
6mM bis 7mM MgSO4 dialysierten PSItri-Lo¨sung wachsen. Details zur Entwicklung
eines seeding-Protokolls fu¨r PSItri sowie weitere Kristallisationsbedingungen sind der
Bachelorarbeit von Frau C. Topas zu entnehmen (Topas 2018).
Fu¨r die Aufnahme eines Datensatzes an einem Synchrotron ist es aufgrund von Strah-
lenscha¨den notwendig, die Kristalle auf tiefe Temperaturen (100K) herunterzuku¨hlen.
Um dabei die Bildung von Eiskristallen zu vermeiden, werden die Kristalle mit einem
Kryoprotektivum versehen. Die Kryoprotektiva ko¨nnen jedoch einen negativen Einfluss
auf die Kristalle haben; so lo¨sten sich unter Niedrigsalz gewachsene PSItri-Kristalle
z. B. nach Zugabe von Glycerin auf. Viele u¨bliche Kryoprotektiva waren aufgrund
der Beschaffenheit von PSI und der Kristalle nicht geeignet; so waren Lo¨sungen wie
DMSO scha¨dlich fu¨r PSI und Lo¨sungen mit erho¨hter Ionensta¨rke lo¨sten die Kristalle
auf. Die Inkubation von Niedrigsalz-PSItri-Kristallen in langkettigen Polyethylengly-
kolen (≤4000 g ·mol–1) fu¨hrte dazu, dass sich die Kristalle bananenfo¨rmig verbogen,
und auch mit kurzkettigem PEG konnte keine Beugung gemessen werden. Glukose
und Trehalose fu¨hrten zu einer verringerten Auflo¨sung von 7 A˚ bis 10 A˚. Auch die
von Dr. P. Jordan (Jordan et al. 2001) eingesetzte 40%ige Saccharose wirkte sich
negativ auf die Kristalle aus. Kleine Kristalle (<100 µm in der langen Achse) lo¨sten sich
teilweise auf, wa¨hrend sehr große Kristalle (>1mm in der langen Achse) fehlerhafte
Einheitszellen aufwiesen und nicht indizierbar waren. Um diesen Effekten entgegenzu-
wirken, wurde u¨berpru¨ft, ob auch geringere Saccharosekonzentrationen als Kryopro-
tektivum geeignet sind. Es wurden Beugungsbilder von Niedrigsalz-PSItri-Kristallen
bei 2M, 1,75M, 1,5M und 1,25M Saccharose aufgenommen. 1,5M Saccharose ist
bereits so hoch konzentriert, dass die Kristalle aufgrund ihrer geringeren Dichte zu
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Abbildung 3.24: Kristallisationsbedingungen fu¨r PSItri. Der Farbcode zeigt die Kristalli-
sierbarkeit: keine Kristallisation (weiß), Kristallisation bei 5% PEG (hellgrau), 2,5% PEG
(dunkelgrau) und sowohl mit 2,5% als auch mit 5% PEG (schwarz). Das PSItri wurde
mit drei unterschiedlichen PEG-Kettenla¨ngen, 1450 g ·mol–1 (1), 2000 g ·mol–1 (2) und
4000 g ·mol–1 (4) und jeweils 50mM des angegebenen Salzes im sitting drop kristallisiert.
Als Puffer diente jeweils 100mM Tris-HCl (pH 8,5), Tricin-NaOH (pH 8,0), PIPES-NaOH
(pH 7,0), MES-NaOH (pH 6,0) oder Zitratpuffer (pH 4,8). Alle Ansa¨tze wurden bei 20 °C
mit 50 µM P700 und 0,02% DDM durchgefu¨hrt. Die Kristallisation wurde u¨ber einen Monat
beobachtet, wobei sich die Kristalle nach spa¨testens drei Tagen bildeten. Rechts sind Kristalle
bei 100mM Tris-HCl (pH 8,5) mit 50mM CaCl2, 5% PEG 4000 und 0,02% DDM nach drei
Wochen Wachstum dargestellt.
schwimmen begannen. Ebenso ist die Viskosita¨t so hoch, dass nach dem Aufnehmen
der Kristalle oftmals viel u¨berschu¨ssige Lo¨sung an der Schleife haften blieb, die das
Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis verringerte. Diese hohe Konzentration war jedoch als
Kryoprotektivum unzureichend, weshalb sich Eisringe bildeten und die Auflo¨sung
abnahm. Die Auflo¨sung in der besten Orientierung von jeweils fu¨nf Kristallen der
Gro¨ßen 300 µm× 60 µm bis 500µm× 100 µm aus einem gemeinsamen Ansatz betrug
(3,3± 0,2) A˚ (2M Saccharose), (3,3± 0,3) A˚ (1,75M), (6,5± 1,4) A˚ (1,5M) bzw. >10 A˚
(1,25M). Ein Beugungsbild fu¨r 1,75M Saccharose ist in Abbildung 3.26 gezeigt.
Alle PSItri-Kristalle zeigten eine hohe Mosaizita¨t. Es wurde u¨berpru¨ft, ob diese Mosa-
izita¨t durch Auftauen der eingefrorenen Kristalle (macromolecular crystal annealing)
verringert werden kann. PSItri-Kristalle wurden in 1,75M Saccharose, 5mM MES-
NaOH (pH 6,0) und 0,02% DDM inkubiert und in flu¨ssigem Stickstoff schockgeforen.
Anschließend wurden die Kristalle erneut in die Saccharoselo¨sung u¨berfu¨hrt, fu¨r 10 s bis
5min inkubiert und erneut schockgefroren. Alle auf diese Weise behandelten Kristalle
zeigten kein Beugungsverhalten.
Da der Oxidationszustand von Cyt c6, wie in Abschnitt 3.2.2 gezeigt wurde, einen
Einfluss auf die PSItri-Cyt c6-Bindung hat, wurde der Einfluss von reduzierenden und
oxidierenden Agenzien auf die PSItri-Kristallisation untersucht. Fu¨r die unter nied-
riger Ionensta¨rke gewachsenen Kristalle wurde jeweils 1mM Natriumascorbat oder
Ferricyanid zum Dialysepuffer hinzugefu¨gt. Diese geringe Konzentration zeigte keinen
Einfluss auf das Wachstum der Kristalle. PSItri kann an Luftsauerstoff oxidieren,
weshalb in den sitting-drop-Ansa¨tzen zu den kleinen Proteinvolumen eine erho¨hte
Konzentration von 10mM Natriumascorbat zugegeben wurde. Auch hier zeigte die
Zugabe der Redoxagenzien keinen Einfluss auf die Kristallisation. Alle reduzierten
PSItri-Proben wurden im Dunkeln gelagert und unter gru¨nem Licht betrachtet.
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Abbildung 3.25: Einfluss von mechanischer Belastung auf das Absorptionsspektrum von
PSItri. PSItri-Kristalle wurden mit dem Seed Bead Kit (schwarz) und 20 µl 0,2mm Glasperlen
(rot) in 5mM MES-NaOH (pH 6) und 0,02% DDM auf einem Vortexer rotiert. Die Proben
wurden jeweils nach 30 s fu¨r 10 s auf Eis geku¨hlt. Anschließend wurde die Kristalllo¨sung
durch Zugabe von 150mM MgSO4 gelo¨st und das Absorptionsmaximum der Qy-Bande in
einem Absorptionsspektrometer bestimmt. Durch den Einsatz von Glasperlen a¨nderte sich
das Absorptionsmaximum, was auf eine Bescha¨digung des PSItri schließen la¨sst. Die Stan-
dardabweichungen sind fu¨r drei unabha¨ngige Kristallisationsansa¨tze angegeben.
Abbildung 3.26: Ro¨ntgenbeugung an einem unter niedriger Ionensta¨rke gewachsenen
PSItri-Kristall. Der Kristall wurde in 1,75M Saccharose inkubiert und in flu¨ssigem Stickstoff
schockgefroren. Die rot markierten Bereiche sind rechts vergro¨ßert dargestellt. Die Auflo¨sung
ist in blauen Linien eingezeichnet. 7,5 µM P700 wurde gegen 5mM MES-NaOH (pH 6,0) mit
5mM MgSO4 und 0,02% DDM dialysiert. Die Kristalle wurden mit einem Seed Bead Kit
zerkleinert und zu einer PSItri-Lo¨sung mit 7,5 µM P700, 7mM MgSO4, 5mM MES-NaOH
(pH 6,0) und 0,02% DDM gegeben. Die u¨ber Nacht gewachsenen Kristalle hatten eine Gro¨ße
von 500 µm× 100 µm.
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Abbildung 3.27: Ausschnitt einer Massenspektrometrischen Analyse der PSItri-Cyt cHH-
Kokristalle. Links: Einzelne Kokristalle aus unterschiedlichen Ansa¨tzen wurden sechsmal gewa-
schen und mit MALDI-TOF gemessen (grau). Zum Vergleich sind Spektren des Cyt cHH
(rot, 95%ige Reinheit) und PSItri (gru¨n) gezeigt. Der U¨berstand des letzten Waschschritts
entha¨lt weder PSItri noch Cyt cHH (schwarz). Rechts: Ein PSItri-Cyt cHH-Kokristall, der kein
Cyt cHH in der Kryolo¨sung enthielt, wurde mittels Ro¨ntgenbeugung untersucht, anschließend
gewaschen und mittels MALDI-TOF auf Cyt cHH u¨berpru¨ft. Die Proteine wurden mit TFA
denaturiert und mit Sinapinsa¨ure versetzt. Cyt cHH weist mehrere Banden auf, da es mit
Sinapinsa¨ure kondensierte.
3.3.4 PSI-Cyt cHH-Komplexbildung im Kristall
Um die Bindung der Cytochrome an PSItri in hoher Auflo¨sung zu charakterisieren,
wurde die Kristallstrukturanalyse genutzt. Das PSItri und die Cytochrome konnten
dazu gemeinsam kristallisiert werden. Alternativ konnte PSItri kristallisiert werden
und anschließend konnte das kleine Cytochrom in die Kristalle diffundieren (soaking).
Beide Methoden wurden mit PSItri und Cyt c6 sowie Cyt cHH getestet. PSItri und
Cyt c6 wurden gemeinsam mit den Bedingungen aus Abbildung 3.24 (Abschnitt 3.3.3)
kristallisiert. Da oxidiertes Cyt c6 nicht an PSItri bindet (Abschnitt 3.2.2), wurde
10mM Natriumascorbat zugegeben. Bedingungen, die ohne Cyt c6 zu einer erfolg-
reichen Kristallisation fu¨hrten, wurden mit variablen Ionensta¨rken angewandt (50mM
bis 200mM des jeweiligen Salzes). In einigen Bedingungen entstanden Kristalle, diese
enthielten jedoch ausschließlich PSItri und kein Cyt c6. In PSItri-Kristallen, die mit
Cyt c6-soaking behandelt wurden, lag nach dem Waschen der Kristalle kein Cyt c6
vor.
Da sich der stabile PSItri-Cyt cHH-Komplex unter Bedingungen bildete, unter denen
sich PSItri kristallisieren ließ, wurde untersucht, ob sich PSI und Cyt cHH unter diesen
Bedingungen kokristallisieren lassen. PSItri wurde zusammen mit Cyt cHH gegen nied-
rige Ionensta¨rke dialysiert. PSItri ohne Cyt cHH bildete bei pH 6 und einer MgSO4-
Konzentration von 5mM (Leitfa¨higkeit von 1,0mS · cm–1) gru¨ne Kristalle, wa¨hrend
sich mit 37,5 µM Cyt cHH gru¨ne Kristalle ab einer MgSO4-Konzentration von 2mM
(Leitfa¨higkeit von 0,5mS · cm–1) bildeten. Die Leitfa¨higkeit des Dialysepuffers wurde
dabei schrittweise verringert, da sich bei zu schneller Dialyse scheibenfo¨rmige Aggregate
an der Dialysemembran bildeten. PSItri-Cyt cHH-Kokristalle wurden mittels MALDI-
TOF auf die enthaltenen Peptide untersucht. Cyt cHH konnte in allen Kristallen nach-
gewiesen werden (Abbildung 3.27). Die Bindung des Cyt cHH scheint spezifisch zu
sein, da die scheibenfo¨rmigen PSItri-Aggregate kein Cytochrom enthielten. Auch das
in der Lo¨sung enthaltene Cyt c-Dimer (vgl. Abbildung 3.5) konnte nicht in den Kokri-
stallen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Cyt c6 fu¨hrte das soaking hier zu einer
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Abbildung 3.28: Beladungsgrad der Kokristalle in Abha¨ngigkeit der Cyt cHH-
Konzentration in Lo¨sung. Mehrere Kristalle eines Ansatzes wurden vereint, gewaschen und
gelo¨st. Cyt cHH wurde von PSItri getrennt, um die Verha¨ltnisse der beiden Proteine photome-
trisch zu bestimmen. Die Standardabweichungen resultieren aus drei bis zwo¨lf unabha¨ngigen
Messungen. Die Abbildung wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen.
Bindung des Cyt cHH in den PSItri-Kristallen. Die soaking-Kristalle streuten jedoch
nur bis zu einer Auflo¨sung von 10 A˚. Die MALDI-TOF-Methode ist nicht quantitativ,
weshalb aus diesen Kristallen nicht das Verha¨ltnis aus PSItri und Cyt cHH bestimmt
werden konnte. Eine Quantifizierung erfolgte mittels Absorptionsspektroskopie anhand
der Absorption bei 550 nm (Cyt cHH) bzw. 680 nm (PSItri). Da PSItri aufgrund von
96 Chlorophyllen pro P700 auch in der Gru¨nlu¨cke noch sta¨rker absorbiert als Cyt cHH,
wurden die beiden Proteine u¨ber einen Zentrifugalkonzentrator voneinander getrennt.
Bei einem Verha¨ltnis von 5 Cyt cHH : 1 PSItri im Kristallisationsansatz stellte sich ein
1 : 1-Verha¨ltnis im Kristall ein (Abbildung 3.28). Bei ho¨heren Cyt cHH-Konzentrationen
konnte PSItri nicht kristallisiert werden.
Die Kristalle streuten bis zu einer Auflo¨sung von 3,4 A˚. Die Einheitszelle der PSItri-
Cyt cHH-Kokristalle war identisch mit der Einheitszelle von PSItri-Kristallen. Die
Struktur der PSI-Untereinheiten stimmten ebenfalls u¨berein. Dem Cyt cHH konnte
keine Elektronendichte zugeordnet werden (Abbildung 3.29). Die Parameter der
Beugungsanalyse sind Tabelle 3.6 zu entnehmen. Um auszuschließen, dass das Cyt cHH
wa¨hrend der Inkubation mit Kryoprotektivum aus dem Kristall dissoziierte, wurden
die Kristalle nach der Beugungsanalyse gewaschen und mit MALDI-TOF u¨berpru¨ft,
wobei das Cyt cHH weiterhin nachweisbar war (Abbildung 3.27). Auch die Zugabe
von Cyt cHH zum Kryoprotektivum ergab keine zusa¨tzliche Elektronendichte. Der
Aufbau des PSItri-Cyt cHH-Kokristalls ist in Abbildung 3.30 dargestellt. Kristallkon-
takte liegen zwischen den Untereinheiten PsaF und PsaE vor. Zwischen den Trimeren
befindet sich ein großes Volumen ohne Elektronendichte. Ein Teil dieses Volumens
ist von Detergensmoleku¨len besetzt (vgl. Abbildung 3.18), wa¨hrend das nah an P700
befindliche Volumen Raum fu¨r Cyt cHH bietet (Abbildung 3.30, blaue Markierung).
Das Cyt cHH kann in diesem Volumen keine Kristallkontakte mit benachbarten Prote-
inen eingehen. Aufgrund von Dissoziations- und Assoziationsreaktionen ko¨nnen sich die
Position und Orientierung aller Cyt cHH-Proteine im Kristall unterscheiden, weshalb
ihre Elektronendichte a¨hnlich einer flexiblen Schlaufe nicht berechnet werden kann. Die
Elektronendichte flexibler Strukturen kann in einigen Fa¨llen bei niedrigen Auflo¨sungen
visualisiert werden. Es wurde daher ein Datensatz mit einer Auflo¨sung von 10 A˚ analy-
siert, jedoch konnte auch hier keine Elektronendichte fu¨r Cyt cHH zugeordnet werden.
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Abbildung 3.29: Elektronendichtekarte (grau) eines PSItri-Cyt cHH-Kokristalls mit 2 σ
bei einer Auflo¨sung von 3,4 A˚ und dem dazugeho¨rigen Modell (gru¨n). Kristallkontakte sind
zwischen der cytoplasmatischen Untereinheit PsaE und den luminalen Helices der Transmem-
branuntereinheit PsaF ausgebildet. Die gesamte Elektronendichte kann dem PSItri zugeordnet
werden, wa¨hrend keine Elektronendichte fu¨r Cyt cHH vorliegt. Um Elektronen u¨bertragen zu
ko¨nnen, muss Cyt cHH in der Na¨he von P700 vorliegen (Pfeil). Die Abbildung wurde Ko¨lsch
et al. (2018) entnommen (modifiziert).
Tabelle 3.6: Parameter der Kristallstrukturanalyse eines PSItri-Cyt cHH-Kokristalls.





a, b, c [A˚] 281,4, 281,4, 165,6
α, β, γ [°] 90, 90, 120
Auflo¨sung [A˚] 47,36–3,42 (3,63–3,42)
B-Faktor (Wilson) [A˚2] 83
B-Faktor (Mittel) [A˚2] 86
I/σI 8,79 (1,75)
Rmeas 0,42 (1,60)
Vollsta¨ndigkeit [%] 99,2 (97,0)
Anzahl der Reflexionen 99 609
Rwork/Rfree 0,2611/0,3169
RMS Bindungsla¨ngen [A˚] 0,0162
RMS Bindungswinkel [°] 5,8874
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Abbildung 3.30: Darstellung des PSItri-Kristallgitters (gru¨n) mit schematischem Deter-
gensgu¨rtel und zufa¨llig positioniertem Cyt cHH (rot). 78% des Kristallvolumens wird von
Detergens und Solvens eingenommen. In dem blau markierten Volumen ko¨nnte das Cyt cHH
lokalisiert sein. Aufgrund der Na¨he zum Detergensgu¨rtel befa¨nde sich ein gebundenes Cyt cHH
in einer sehr flexiblen Umgebung. Das Kristallgitter wurde mit dem symexp-Befehl in PyMOL
mit PDB-Code: 1jb0 erstellt (Jordan et al. 2001; Schro¨dinger, LLC 2015). Die Abbildung
wurde Ko¨lsch et al. (2018) entnommen.
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3.3.5 Kristallstruktur bei Raumtemperatur (SFX)
Wa¨hrend an Synchrotronstrahlung Makrokristalle tiefgefroren werden, um einen
Kristall u¨ber 10 min bis 20 min im Strahl zu rotieren, hat es sich fu¨r die Messung an
einem Ro¨ntgen-Freie-Elektronen-Laser (XFEL) etabliert, zehntausende Mikrokristalle
mit zufa¨lliger Orientierung nacheinander in den Strahl zu leiten. Das Beugungsbild
wird innerhalb von Femtosekunden erstellt, wodurch die Kristallstruktur bei Raum-
temperatur ohne Strahlenscha¨den berechnet werden kann. Diese Art der Messung
wird im Folgenden als serielle Femtosekunden-Kritsallografie (SFX) bezeichnet. Die
vielen Mikrokristalle ließen sich durch Verdu¨nnen einer PSItri-Lo¨sung mit einer Lo¨sung
niedriger Ionensta¨rke herstellen (Abbildung 3.31 A). Die Ionensta¨rke sollte dabei
nicht zu gering sein, da die Kristalle sonst nicht gro¨ßer als 5 µm wurden oder gar
verwachsen waren (Abbildung 3.31 C, unten). Die Mikrokristalle wuchsen innerhalb
weniger Minuten zu Sta¨bchen, deren La¨nge etwa zwei- bis dreimal so groß war wie
ihre Breite (Abbildung 3.31 C, oben). Nach spa¨testens 1 h Kristallwachstum wiesen
sie hohle Enden auf. Um die gewu¨nschte Gro¨ße zu erreichen, konnte das Wachstum
durch Zugabe von salzfreiem Puffer abgestoppt werden. Mit Hilfe eines Phasendia-
gramms wurde u¨berpru¨ft, ob eine große Anzahl von Mikrokristallen auch durch ein
seeding-Protokoll hergestellt werden konnte (Abbildung 3.31 A, gru¨ne Punkte). Die
zugegebenen Kristallisationskeime wuchsen hierbei ausschließlich zu langen, schmalen
Nadeln. Um in den XFEL-Strahl zu gelangen, fließen die Kristalle durch eine meter-
lange Kanu¨le. Die langen Kristalle ko¨nnen die Kanu¨le verstopfen, wa¨hrend sie aufgrund
ihrer geringen Breite mit einem geringen Signal-zu-Rausch-Verha¨ltnis streuen. Daher
wurden Mikrokristalle genutzt, die in der Nukleationsphase gewachsen waren (Abbil-
dung 3.31 A, rot).
Erste Testmessungen am XFEL-Strahlengang der Linac Coherent Light Source
(LCLS) erfolgten mit Kristallen aus 15 µM P700 in 13 mM Na2SO4, die zwei Tage
vor der Messzeit angesetzt und in 5 mM MES-NaOH (pH 6,0) mit 0,02 % DDM
gelagert wurden. Die Kristalle streuten bis zu einer Auflo¨sung von 3,5 A˚, jedoch
mit verschmierten Beugungsreflexen. Um eine fehlerfreie Anordnung der Proteine im
Kristall zu gewa¨hrleisten, wurde fu¨r die darauffolgende Messung darauf geachtet,
die Kristalle am selben Tag frisch anzusetzen. Auch wurde fu¨r ein fehlerfreies Anla-
gern der Proteine das Kristallwachstum auf seine Geschwindigkeit u¨berpru¨ft (Abbil-
dung 3.31 B). Je niedriger die Proteinkonzentration war, desto langsamer war das
Kristallwachstum. Die Kristallisation war gut reproduzierbar, mit Ausnahme der
niedrigen Proteinkonzentrationen, mit der die Mehrheit der Ansa¨tze lediglich wenige
hundert Kristalle ergaben. In einer zweiten Messung an der LCLS konnte mit Kristallen
aus 10 µM P700 in 12 mM Na2SO4 ein Datensatz mit einer Auflo¨sung von 2,75 A˚ inner-
halb von 102 Minuten gemessen werden (Abbildung 3.32). Alle zwo¨lf Untereinheiten
des PSI konnten in der Elektronendichte identifiziert werden. Es wurden 96 Chlo-
rophyll a-Moleku¨le, zwei Phyllochinone, drei Eisen-Schwefel-Zentren, 22 Carotinoide,
sechs Lipide und zwei Calziumionen identifiziert. Drei dieser Kofaktoren sind nicht in
der Kryokristallstruktur (Kryo-XRD) von 2001 enthalten (PDB-Code: 1jb0, Jordan
et al. 2001). Es handelte sich dabei um zwei Dipalmitoyl-Phosphatidylglycerin(LHG)-
Moleku¨le von PsaI und ein Calziumion von PsaB, welche auch in der elektronenmikro-
skopischen Struktur vorlagen (Abschnitt 3.3.6). Das zuzu¨gliche Calziumion hob sich mit
einer Dichte von 0,5 e– · A˚–3 signifikant von den umgebenden Atomen (0,25 e– · A˚–3) ab.
Zwischen der Kryo-XRD-Struktur und der SFX-Struktur liesen sich Abweichungen in
den Rotameren der Aminosa¨ureseitenketten nachweisen. Diese sind an den exponierten
Oberfla¨chen des Proteins lokalisiert. Eine Seitenkette mit einem abweichenden Rotamer
80 KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Abbildung 3.31: Kristallwachstum des PSItri in Lo¨sungen geringer Ionensta¨rke. A: Fu¨r das
Phasendiagramm wurde PSItri mit 5mM MES-NaOH (pH 6,0) und 0,02% DDM verdu¨nnt
und beobachtet unter welcher Na2SO4-Konzentration Kristallwachstum zu beobachten war
(rot). Fu¨r die Konzentrationen von 1,25 µM bis 7,5 µM P700 wurden zuzu¨glich Kristallisa-
tionskeime zur Lo¨sung gegeben, um die metastabile Phase zu charakterisieren (gru¨n). Die
Mischfarben sind Mittelwerte aus Triplikaten, z. B. zeigt ein brauner Punkt an, dass in zwei
Ansa¨tzen Kristalle spontan wuchsen, wa¨hrend in einem anderen Ansatz das Wachstum erst
durch Kristallisationskeime induziert wurde. B: Wachstumsgeschwindigkeit von Kristallen in
der Nukleationsphase fu¨r 15 µM P700 in 13mM Na2SO4 (schwarz), 10 µM P700 in 12mM
Na2SO4 (rot) und 5 µM P700 in 11mM Na2SO4 (grau). Alle Messungen stellen Tripli-
kate dar, wobei fu¨r 5 µM P700 nur ein Ansatz kristallisierte. Die Gro¨ße ist als Breite mal
La¨nge angegeben. C: Entstandene Kristallformen bei moderaten Ionensta¨rken (oben, 12mM
Na2SO4) und niedrigen Ionensta¨rken (unten, 7mM Na2SO4). Die Messungen wurden bei
20 °C durchgefu¨hrt.
ist jedoch in der Umgebung der Elektronentransportkette lokalisiert. Es handelt sich
um das Phe669 von PsaB, das in einem Abstand von 4 A˚ vom Phyllochinon A1B entfernt
ist. In der Kryo-XRD-Struktur (Jordan et al. 2001) und in der kryoelektronenmikro-
skopischen Struktur (Kryo-EM-Struktur, Abschnitt 3.3.6) ist der aromatische Ring
von Phe669 parallel zu den Ringen von A1B. Hier ist Phe669 dagegen in einer T-
fo¨rmigen Anordnung zu A1B (Abbildung 3.33). Außerdem ist der B-Faktor (Maß fu¨r die
Beweglichkeit eines Atoms) von Phe669 gegenu¨ber seiner Umgebung erho¨ht (75 A˚
2 an
Phe669 gegenu¨ber 60 A˚
2 an A1B). Das Phe689 von PsaA, welches spiegelsymmetrisch zu
Phe669 ist und mit A1A interagiert, ist in der SFX-Struktur dagegen identisch zu den
Kryostrukturen. Weitere Informationen zu diesem Datensatz sind in Abschnitt 3.3.8
im Vergleich mit den anderen hier gemessenen PSI-Strukturen erla¨utert.
Alle bisher gemessenen Strukturen von PSI stammen aus oxidierten Proteinen. In der
Zelle liegt PSI im dunkeladaptierten Zustand jedoch in reduzierter Form vor und wird
durch Licht oxidiert. Um die A¨nderungen der Kofaktoren wa¨hrend des Elektronentrans-
fers zu analysieren, wurden Datensa¨tze von reduziertem PSItri am SPring-8 Angstrom
Compact free electron Laser (SACLA) und am Pohang Accelerator Laboratory-XFEL
(PAL-XFEL) bei Raumtemperatur gemessen. Das PSItri wurde dabei durch Natriu-
mascorbat reduziert. Ein Datensatz erfolgte im dunkeladaptierten Zustand, ein weiterer
wurde 100 ns nach Belichtung aufgenommen. Die beiden Datensa¨tze streuten jeweils
mit einer Auflo¨sung von 3,4 A˚. Die isomorphe Differenzdichte zwischen dem belich-
teten und dem dunkeladaptierten Datensatz weist auf eine A¨nderung an den Eisen-
Schwefel-Zentren FX und FA hin (Abbildung 3.34). Dies ist auf eine Reduktion von
FX und FA zuru¨ckzufu¨hren. Die derzeitige Auflo¨sung ist jedoch unzureichend, um
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Abbildung 3.32: Ro¨ntgenbeugung von PSItri-Kristallen in einem XFEL-Strahlengang. A:
Beugungsbild eines Kristalls. Die Auflo¨sung ist in roten Linien angegeben. B: Statistik zur
maximalen Auflo¨sung aller Kristalle des Datensatzes.
A¨nderungen der Proteinstruktur zu identifizieren. Die Statistik zur Datenauswertung
der SFX-Strukturen ist Tabelle 3.7 zu entnehmen. In dieser Tabelle fa¨llt auf, dass
der in Pohang gemessene Datensatz (PAL) eine kleinere Einheitszelle aufweist als die
drei anderen SFX-Strukturen. Fu¨r die Messungen in Pohang wurde PSI tiefgefroren in
einem dry shipper versandt, der aufgrund unbekannter Ursachen wa¨hrend des Trans-
ports aufgetaute und anschließend wieder mit flu¨ssigem Stickstoff mitsamt enthaltenen
Proben tiefgeku¨hlt wurde. Ein Einfluss dieser nicht reproduzierbaren Bedingungen auf
das Protein ist nicht auszuschließen.
Mittels SFX konnte eine PSItri-Kristallstruktur ohne Cyt cHH mit einer Auflo¨sung von
2,75 A˚ erreicht werden. Im Rahmen meiner Arbeit ergab die Kryo-XRD-Struktur ledig-
lich Auflo¨sungen von 3,4 A˚ bis 4,0 A˚. Auch Dr. P. Jordan, der sich im Rahmen seiner
Dissertation viereinhalb Jahre lang auf die Kristallisation von PSItri fokussierte, konnte
nur einen Kristall mit einer Auflo¨sung von 2,5 A˚ erzeugen. Sein zweitbester Kristall
wies
”
nur noch“ eine Auflo¨sung von 2,9 A˚ auf (Jordan 2001). Die ho¨here Auflo¨sung der
Raumtemperatur-Mikrokristalle spricht fu¨r eine bessere Qualita¨t gegenu¨ber den unter
Kryobedingungen gemessenen Makrokristallen. Eine ho¨here Qualita¨t der Kristalle und
das Fehlen eines Kryoprotektivums ko¨nnten sich auch auf die Bindung des Cyt cHH
in Kokristallen (Abschnitt 3.3.4) auswirken. Aus diesem Grund wurde ein Proto-
koll zur Mikrokristallisation der PSItri-Cyt cHH-Kokristalle entwickelt. Die Kristalle
wurden durch Verdu¨nnen einer PSItri- und Cyt cHH-haltigen Lo¨sung (0,02% DDM
und 5mM MES, pH 6,0) mit Cyt cHH-haltiger (37,5µM) Lo¨sung von 40mM auf
5mM Na2SO4 gezu¨chtet. Das Kristallwachstum wurde nach Erreichen der gewu¨nschten
Gro¨ße durch Verdu¨nnen mit salzfreier Lo¨sung (37,5µM Cyt cHH, 0,02% DDM und
5mM MES, pH 6,0) abgestoppt. 30µm bis 60 µm große Kokristalle sind in Abbil-
dung 3.35 gezeigt. Diese Kokristalle konnten bisher noch nicht an einer XFEL-
Strahlenquelle vermessen werden.
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Abbildung 3.33: Orientierung von Phe669 an Phyllochinon (PQN). Dargstellt sind die
SFX-Struktur (orange) und die Kryo-XRD-Struktur (gru¨n, Jordan et al. 2001) mit Elektro-
nendichte (2mF o-DF c, 1,5 σ) der SFX-Struktur. Die Elektronendichte von Phe669 ist in rot
hervorgehoben, die restliche Dichte ist in braun dargestellt. Die Abbildung wird in modifi-
zierter Form in Keable et al. (2020, in Vorbereitung) vero¨ffentlicht.
Abbildung 3.34: A¨nderung der PSI-Struktur nach Belichtung. Dargstellt ist die isomorphe
Differenzdichte (F o-F o) zwischen dem belichteten Datensatz 4 (siehe Tabelle 3.7) und
dem dunkeladaptierten Datensatz 2 bei +4σ (gru¨n) und –4σ (rot, links). Das gelbe
Rechteck an den Eisen-Schwefel-Zentren ist rechts vergro¨ßert. Die Differenzdichte zwischen
den Datensa¨tzen 4 und 2 wurde mit phenix.fobs minus fobs map berechnet (Adams et al.
2010) und ist vergleichbar zur isomorphen Differenzdichte zwischen den Datensa¨tzen 4 und
3, welche in Keable et al. (2020, in Vorbereitung) gezeigt wird.
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Abbildung 3.35: PSItri-Cyt cHH-Mikrokristalle fu¨r die SFX-Strukturanalyse an XFEL-
Strahlenquellen. PSItri wurde mit Cyt cHH durch Verdu¨nnen kokristallisiert. Nachdem die
ersten Kristalle eine Gro¨ße von 60 µm erreichten (linker Kristall), wurde die Lo¨sung fu¨r eine
hohe Ausbeute schrittweise mit 37,5 µM Cyt cHH, 5 mM MES-NaOH (pH 6) und 0,02 %
DDM verdu¨nnt.
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Tabelle 3.7: Parameter der Kristallstrukturanalyse mittels serieller Femtosekunden-
Kritsallografie an einem Ro¨ntgen-Freie-Elektronen-Laser. Die Tabelle wurde Keable et al.
(2020, in Vorbereitung) entnommen.
Datensatz oxidiert (1) reduziert (2) reduziert (3) belichtet (4)
Datenaufnahme
Strahlengang LCLS PAL SACLA SACLA
Wellenla¨nge [A˚] 1 1 1 1
Raumgruppe P63 P63 P63 P63
Einheitszelle
a [A˚] 285,3 281,0 285,2 285,7
b [A˚] 285,3 281,0 285,2 285,7
c [A˚] 166,5 165,2 166,2 166,3
α [°] 90 90 90 90
β [°] 90 90 90 90
γ [°] 120 120 120 120
Auflo¨sung [A˚] 2,75 3,6 3,4 3,4
Anzahl der Reflexionen 199 435 101 883 105 571 105 760
Vollsta¨ndigkeit [%] 97,6 (78,4) 98,7 (88,2) 100,0 (100,0) 100,0 (100,0)
Multiplizita¨t 467,2 (18,9) 31,6 (2,1) 97,2 (30,1) 60,0 (17,0)
CC1/2 [%] 14,3 (2,1) 97,3 (24,5) 92,5 (2,4) 90,3 (0,9)
I/σI 36,2 (0,4) 17,1 (1,4) 9,4 (0,4) 7,0 (0,3)
Modellierung
Rwork [%] 25,5 26,2 27,1 24,9
Rfree [%] 28,9 29,1 31,6 27,8
Atome 48 942 48 841 48 841 48 841
Wasserstoff 24 435 24 435 24 435 24 435
Protein 34 692 34 692 34 692 34 692
Liganden 14 250 14 149 14 149 14 149
B-Faktor (Wilson) [A˚2] 72,2 78,0 120,8 128,0
B-Faktor (Mittel) [A˚2] 98,2 84,9 129,0 138,1
RMS Abweichung
Bindungsla¨nge [A˚] 0,005 0,003 0,003 0,003
Bindungswinkel [°] 0,79 0,69 0,72 0,71
Sto¨ße (clash score) 10,0 9,6 10,6 6,8
Rotamerausreißer 0 0 0 0
Ramachandran-Plot [%]
favored 91,56 92,28 92,20 92,37
allowed 8,26 7,58 8,66 7,49
outliers 0,18 0,14 0,14 0,14
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3.3.6 Hochaufgelo¨ste Struktur in Lo¨sung (Kryo-EM)
Im Gegensatz zur niedrig aufgelo¨sten Kleinwinkelstreuung kann mittels Elektronen-
mikroskopie eine hochaufgelo¨ste Struktur gemessen werden. Die trimere Struktur von
PSItri lies sich gut in einer Negativfa¨rbung erkennen (Abbildung 3.36). Die PSItri-
Partikel banden trotz Glimmentladung u¨berwiegend mit der cytoplasmatischen Seite
auf dem Kohlefilm, weshalb die Partikel in der Abbildung in der Aufsicht vorliegen. Da
auch lo¨chrige Gitter (holey grids) auf einem Kohlefilm basieren, bindet das PSItri auf
dem Film und nur wenige Partikel liegen gelo¨st in den Lo¨chern vor. Da das Ziel meiner
Arbeit die Analyse der Kostruktur von PSI mit Cytochromen ist, wurde das PSItri
mit 100 µM des jeweiligen Cytochroms versetzt und mit Uranylacetat negativ gefa¨rbt.
Die Probe wurde auf dem Kohlefilm getrocknet, weshalb es mit der hohen Cytochrom-
konzentration zu einer Aggregation kam. Auch in holey grids waren die Cytochrome
in großer Anzahl in der Lo¨sung zu finden, weshalb nicht sichergestellt werden konnte,
dass am PSItri vorliegende Cyt cHH- und Cyt c6-Proteine spezifisch gebunden waren.
Eine Verringerung der Cytochromkonzentration sollte aufgrund des Bindungsgleichge-
wichts zu einem verringerten Sa¨ttigungsgrad fu¨hren. Um u¨berschu¨ssiges Cytochrom
zu entfernen, kann PSItri mit Cytochromen unter Bedingungen mit hoher Affinita¨t
quervernetzt werden. Quervernetzen ist in der Elektronenmikroskopie eine u¨bliche
Methode, da die Proteine stabilisiert und somit ho¨here Auflo¨sungen erreicht werden.
Die theoretische Modellierung (Abschnitt 3.2.3) weist darauf hin, dass Cyt c6 mit
ho¨herer Spezifita¨t an PSItri bindet als Cyt cHH; daher wurden die Messungen mit
Cyt c6 durchgefu¨hrt. Fu¨r eine spezifische Bindung wurde die Reaktion unter redu-
zierenden Bedingungen (vgl. Abschnitt 3.2.2) mit Reaktionsmedien, in denen der
K M-Wert 10 µM (Cyt cHH) bzw. 30 µM (Cyt c6) betrug, durchgefu¨hrt. Es wurden
die Quervernetzer Glutaraldehyd und 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC) genutzt. PSItri fiel durch Zugabe von Glutaraldehyd aus. Auch die Dichte-
gradientenzentrifugation geringer PSItri-Konzentrationen in einen steigenden Gluta-
raldehydgradienten (GraFix-Methode) fu¨hrte zu einer starken Aggregation des PSItri.
Das mit EDC quervernetzte PSItri war dagegen monodispers. Ebenso waren mit EDC
inkubierte Lo¨sungen aus PSItri und Cyt cHH oder Cyt c6 monodispers (RH = 9 nm
mit Polydispersita¨tsindex ≤10 %). Durch das Quervernetzen von PSItri mit Cyt cHH
waren in der SDS-PAGE neue Banden mit Massen von 23 kDa und ≥80 kDa zu
finden, was fu¨r unterschiedlich gebundene Komplexe spricht (Abbildung 3.37). Querver-
netzte Komplexe ließen sich an einem Anionenaustauscher nicht signifikant von PSItri-
Komplexen ohne Cyt cHH trennen. Da das hier verwendete Cyt c6 u¨ber einen His-Tag
verfu¨gt, konnten quervernetzte PSItri-Cyt c6-Komplexe an einer Ni-NTA-Sa¨ule von
freiem PSItri getrennt werden (Abbildung 3.38). Das freie PSItri band nicht an die
Sa¨ule, wa¨hrend das quervernetzte PSItri zusammen mit dem freien Cyt c6 eluierte. Das
freie Cyt c6 konnte anschließend u¨ber Filtration getrennt werden. Die ho¨chste Ausbeute
an quervernetztem PSItri (rechte PSI-Bande in Abbildung 3.38) wurde mit 100 mM
NaCl bei 20 °C erreicht (15 % bis 25 % des eingesetzten PSItri, K M≥60 µM). Eine
Erho¨hung der Ionensta¨rke (200 mM MgSO4) oder eine Verringerung der Temperatur
(4 °C) fu¨hrten zu einer geringeren Ausbeute. Die quervernetzten PSItri-Cyt c6-Partikel
waren monodispers mit einem hydrodynamischen Radius von 9 nm. Sie zeigten im Elek-
tronenmikroskop mit Uranylacetatfa¨rbung die typische Struktur des PSItri. Querver-
netzte PSItri-Cyt c6-Partikel wurden auf Kohlefilm schockgefroren und vermessen. Die
Prozessierung der Mikrografen und die Generierung der hochaufgelo¨sten EM-Dichten
erfolgten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. P. Wendler (Universita¨t
Potsdam). In einem ersten Datensatz mit holey grids konnten 26 640 Partikel automa-
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Abbildung 3.36: Elektronenmikroskopische Aufnahme von PSItri-Partikeln im Negativ-
kontrast. Am Partikel links unten (Pfeil) ist die trimere Form des PSItri deutlich zu erkennen.
50 µg ·ml–1 PSItri wurde fu¨r 30 s auf einem mit Glimmentladung behandeltem Kohlefilm
inkubiert und zweimal mit 2% Uranylacetat gefa¨rbt.
tisch ausgewa¨hlt werden, von denen 4800 fu¨r die Erstellung einer 3-D-Rekonstruktion
verwendet wurden. Dieser Datensatz ergab lediglich eine Auflo¨sung von 23 A˚. Daher
wurde ein Datensatz auf einem Kohlefilm-Grid erstellt. Die 3-D-Klassifizierung ergab
eine Klasse mit 118 463PSItri-Partikeln. Hierbei konnte eine EM-Dichte von 3,2 A˚
berechnet werden. Fu¨r das PSItri wurde dabei keine Symmetrie vorgegeben. Diese
Rekonstruktion wird im Folgenden als C1-Trimer benannt. Um die Auflo¨sung zu
erho¨hen, wurde eine Rekonstruktion mit Hilfe einer C3-Symmetrie erstellt. Mit C3
wird die dreiza¨hlige Rotationssymmetrie beschrieben, wobei hier das Protein iden-
tisch zu sich selbst ist, wenn man es um 360°/3 dreht. Hierbei wurde jedes Monomer
im PSItri als identisch vorgegeben. Das auf diese Weise erstellte C3-Trimer hat eine
Auflo¨sung von 3,0 A˚. Eine dritte Rekonstruktion wurde erstellt, indem jedes Monomer
im PSItri als unabha¨ngiges Partikel ausgewertet wurde. Somit konnten dreimal so
viele monomere Partikel zur Generierung der 3-D-Rekonstruktion genutzt werden. Ihre
Auflo¨sung betra¨gt 2,9 A˚. Sie wird im Folgenden als PSItri-Monomer bezeichnet. Die
Angaben 2,9 A˚, 3,0 A˚ und 3,3 A˚ beziehen sich dabei auf die Auflo¨sungen, bei denen die
fourier shell correlation (FSC) 0,143 betra¨gt. Die elektronenmikroskopischen Rekon-
struktionen weisen jedoch abweichende lokale Auflo¨sungen auf, bei denen die ho¨chste
Auflo¨sung in der Mitte des Proteins liegt (Abbildung 3.39). Das C3-Trimer ist daher gut
geeignet, um Bereiche in der Mitte des Trimers zu analysieren, und das PSItri-Monomer
kann genutzt werden, um die außen liegenden Untereinheiten zu charakterisieren.
Die EM-Dichten sind in Abbildung 3.39 dargestellt. Alle zwo¨lf Untereinheiten des
PSI sind zu erkennen. Die Rekonstruktion des PSItri-Monomers weist eine zuzu¨gliche
EM-Dichte an der Trimerisierungsoberfla¨che, insbesondere an der Trimerisierungsun-
tereinheit PsaL, auf. Dies ist darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass es sich hier nicht um ein
freies Monomer handelt. Die zuzu¨gliche Dichte stammt von benachbarten Monomeren,
die nicht vollsta¨ndig maskiert wurden. Eine Dichte fu¨r Cyt c6 konnte in diesen hoch-
aufgelo¨sten Rekonstruktionen jedoch nicht nachgewiesen werden. Im Folgenden soll
zuerst die hochaufgelo¨ste Struktur des PSI erkla¨rt werden. Eine na¨here Untersuchung
des gebundenen Cyt c6 erfolgt in Abschnitt 3.3.7.
In der Kristallstruktur ist die asymmetrische Einheit ein PSItri-Monomer, weshalb
alle Monomere im Trimer identisch sind. Auch im asymmetrischen C1-Trimer sind die
drei Monomere sehr symmetrisch. Die drei Monomere des C1-Trimers unterscheiden
sich um 0,26 A˚ (root mean square deviation), wobei die gro¨ßten Abweichungen des
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Abbildung 3.37: Western Blot (links) und SDS-PAGE (rechts) von PSItri nach Zugabe
eines Carbodiimid-Quervernetzers (EDC, Angaben in mM). Der Western Blot wurde mit
einem monoklonalen α-Cyt c-Antiko¨rper analysiert. a: freie Cytochrome, b: dimeres Cyto-
chrom, c: Chlorophylle, d: PsaA und PsaB, e: kleine PSI-Untereinheiten, f: Aggregate aus
PSI-Untereinheiten, g: an PSI gebundenes Cyt cHH (22 kDa und ≥80 kDa), h: durch Querver-
netzen entstandene Cyt cHH-Aggregate (37 kDa), i: in PSItri mit Cyt c6 entstehende Bande
hoher molekularer Masse. Es wurden jeweils 10 µM P700 und 10 µM Cytochrom mit 1mM
bis 10mM EDC fu¨r 45min in 25mM Tricin (pH 8,0) mit 0,02 % DDM quervernetzt. Fu¨r
Cyt c6 wurde zuzu¨glich 100mM NaCl und 5mM Natriumascorbat zugegeben.
Proteinru¨ckgrats (1,5 A˚) in den Proteinschleifen mit der geringsten lokalen Auflo¨sung
(4 A˚) liegen. Es konnte kein Unterschied in der Kofaktorzusammensetzung der drei
Monomere nachgewiesen werden. Der EM-Dichte des PSItri-Monomers wurden 97
Chlorophylle, zwei Phyllochinone, drei Eisen-Schwefel-Zentren, 24 Carotinoide, sechs
Lipide und zwei Calziumionen zugeordnet. Sechs dieser Kofaktoren – ein Chlorophyll,
zwei Carotinoide, zwei Lipide und ein Calziumion – waren in der Kryo-XRD-Struktur
(Jordan et al. 2001) nicht identifiziert worden; ihre Lokalisierung ist in Abbildung 3.40
gezeigt. Die beiden Lipide und das Calziumion wurden auch in der SFX-Struktur nach-
gewiesen (Abschnitt 3.3.5). Das Calziumion wird von der Untereinheit PsaB durch
die Seitenketten Asp133, Glu202 und His205 koordiniert. Eine weitere Koordinierung
kann durch Wassermoleku¨le erfolgen; diesen konnte hier jedoch keine EM-Dichte zuge-
ordnet werden. Die beiden zuzu¨glichen Carotinoide sind in PsaA und PsaK an der
membranzugewandten Seite lokalisiert. In beiden Fa¨llen konnte nur eine Ha¨lfte des
Carotinoidmoleku¨ls gelo¨st werden, die andere Ha¨lfte ragt in die Membran hinein und
ist daher sehr flexibel. Auch in der Kristallstruktur ist ein Carotinoidmoleku¨l nur zur
Ha¨lfte modelliert: Carotinoid BCR4009 von PsaB ragt ebenfalls in die Membran hinein.
Die fehlende Ha¨lfte dieses Carotinoidmoleku¨ls konnte hier vervollsta¨ndigt werden. Eine
erho¨hte Flexibilita¨t in der Membran zeigt sich auch bei Carotinoid BCR4005 von PsaB.
Das membransta¨ndige Ende dieses Carotinoidmoleku¨ls ist in der Kryo-XRD-Struktur
im Vergleich zu den drei elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen unterschiedlich
lokalisiert. Im Kontaktbereich der drei Monomere sind viele la¨ngliche EM-Dichten
senkrecht in der Membranebene zu erkennen. Hierbei handelt es sich voraussichtlich
um die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten von Lipiden und Detergensmoleku¨len.
Die Kryo-XRD-Struktur (Jordan et al. 2001) benennt vier Lipide, hier konnten zwei
weitere LHG-Moleku¨le anhand der zusammenha¨ngenden Kohlenwasserstoffketten an
PsaI identifiziert werden. Weitere EM-Dichten wiesen verzweigte Ketten auf, weshalb
davon auszugehen ist, dass es sich ebenfall um weitere Lipide handelt. Eine Zuord-
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Abbildung 3.38: Isolation quervernetzter PSItri-Cyt c6-Partikel. Links: Chromatogramm
einer 1ml-Ni-NTA-Sa¨ule. Die Elution des PSItri (gru¨n) und Cyt c6 (rot) wurde anhand der
Absorption von 553 nm und 680 nm in Anwesenheit von 5mM Natriumascorbat bestimmt.
PSItri ohne His-Tag eluierte nach 1ml bis 3ml, wa¨hrend kovalent an Cyt c6 gebundenes
PSItri nach 9ml bis 12ml eluierte. Ungebundenes Cyt c6 eluierte nach 9ml bis 14ml.
Rechts: elektronenmikroskopische Aufnahme der quervernetzten PSItri-Partikel nach Uranyla-
cetatfa¨rbung.
nung dieser EM-Dichten zu einem Kofaktor gelang aufgrund des geringen Signal-zu-
Rausch-Verha¨ltnises der hydrophilen Kopfgruppen nicht. An der Untereinheit PsaF
liegt eine planare EM-Dichte vor, deren Gro¨ße einem Porphyrinring entspricht. Dieser
Dichte wurde ein Chlorophyll a-Moleku¨l (CLA1304) zugeordnet. Das Chlorophyll ist
in einem Abstand von 4 A˚ u¨ber pi-Stacking mit dem Aren eines Tyrosins (Tyr72)
gebunden. Neben der Erga¨nzung von Kofaktoren ermo¨glichten es die elektronenmi-
kroskopischen Rekonstruktionen, weitere kleinere A¨nderungen am PSI-Modell von
T. elongatus durchzufu¨hren. Der N-Terminus von PsaA wurde um drei Aminosa¨uren
erweitert, eine Proteinschleife in PsaA wurde durch Erga¨nzung der Aminosa¨uren 263
bis 265 vervollsta¨ndigt, die letzten drei Aminosa¨uren des C-Terminus von PsaB wurden
vervollsta¨ndigt, der C-Terminus von PsaE wurde um eine Aminosa¨ure erweitert, der N-
Terminus der Untereinheiten PsaI und PsaJ wurde jeweils um ein N-Formylmethionin
erga¨nzt, der N-Terminus von PsaL wurde um eine Aminosa¨ure erweitert und der C-
Terminus von PsaX wurde um drei Aminosa¨uren erga¨nzt. Außerdem wurden in 23
Chlorophyll a-Moleku¨len die Phytylreste vervollsta¨ndigt und in sechs weiteren Phytyl-
resten wurden Atome erga¨nzt. Demgegenu¨ber wurden zwei N-terminale Aminosa¨uren
von PsaX sowie drei Phytyl-Reste, welche im Modell der Kristallstruktur enthalten
sind, nicht in den elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen gefunden. Ein deutli-
cher Unterschied in der Qualita¨t der drei Kryo-EM-Strukturen gegenu¨ber der Kryo-
XRD-Struktur betrifft die Untereinheit PsaK. Diese liegt im Modell der Kryo-XRD-
Struktur (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001) nur als zwei unvollsta¨ndige Transmem-
branhelices mit Poly-Alanin-Ru¨ckgrat vor. In der Rekonstruktion des PSItri-Monomers
kann sie dagegen nahezu vollsta¨ndig beschrieben werden. PsaK ist eine Transmem-
branuntereinheit aus 83 Aminosa¨uren, welche zwei Transmembranghelices ausbildet.
Sie befindet sich an der Außenseite des PSItri (vgl. Abbildung 1.3), weshalb sie am
besten in die EM-Dichte des PSItri-Monomers modelliert werden konnte. Die lokale
Auflo¨sung betra¨gt hier 3,2 A˚. Lediglich die ersten vier N-terminalen Aminosa¨uren sind
nicht gelo¨st und 84% der Aminosa¨uren konnten inklusive ihrer Seitenketten durch die
EM-Dichte beschrieben werden. Auch die Schleife, die die beiden Helices verbindet
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(Aminosa¨uren 32 bis 55), konnte somit modelliert werden. In dieser Schleife befindet
sich die hydrophobe Sequenz Leu-Pro-Ile-Ala-Leu-Pro-Ala-Leu-Phe (Aminosa¨uren 43
bis 51). Diese hydrophobe Schleife streckt sich vom Protein weg in die Membranebene
und wird durch eine Salzbru¨cke der Aminosa¨ure Glu52 mit Arg31 stabilisiert (Abbil-
dung 3.41).
17 Chlorophyll a-Moleku¨le weisen eine EM-Dichte auf, die sich vom Magnesiumion
aus der Porphyrinebene herausstreckt. In der Kryo-XRD-Struktur (PDB-Code: 1jb0,
Jordan et al. 2001) sind an diesen Positionen Wassermoleku¨le zu finden, weshalb auch
hier Wassermoleku¨le in die EM-Dichte modelliert wurden. In elektronenmikroskopi-
schen Strukturen ist es unu¨blich, Wassermoleku¨le zu modellieren. Da die EM-Dichten
der drei elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen jedoch sehr gut definiert sind
und Bereiche mit hoher lokaler Auflo¨sung vorliegen, wurden in meiner Arbeit Wasser-
moleku¨le modelliert. Die Wassermoleku¨le wurden automatisiert in unbesetzte EM-
Dichten des PSItri-Monomers gelegt. Erstellte Wassermoleku¨le wurden aus Bereichen,
in denen die Aminosa¨ureseitenketten nicht eindeutig durch die EM-Dichte definiert
waren, gelo¨scht. Um EM-Dichten des Wassers von Rauschen zu unterscheiden, wurden
die Wassermoleku¨le des PSItri-Monomers in die Dichte des C3-Trimers gelegt. Alle
Wassermoleku¨le, die nicht in beiden PSI-Rekonstruktionen vorlagen, wurden aus den
Modellen entfernt. Auf diese Weise konnten 217 Wassermoleku¨le identifiziert werden.
Um diese Wassermoleku¨le zu verifizieren, wurde die EM-Dichte des PSItri-Monomers
und die des C3-Trimers in eine Ladungsdichte transformiert (Wang 2017). Auch in der
Ladungsdichte konnten die Wassermoleku¨le nachgewiesen werden. Sie sind im Protein-
inneren oder in Vertiefungen an der Proteinoberfla¨che gebunden. Die Kristallstruktur
(PDB-Code: 1jb0, Jordan et al. 2001) weist mit 201 Wassermoleku¨len eine vergleich-
bare Anzahl auf. 99 dieser Wassermoleku¨le sind in der Kryo-XRD-Struktur und in
der Kryo-EM-Struktur identisch lokalisiert (Abbildung 3.42). Besonders entlang der
Elektronentransportkette stimmen die Positionen der Wassermoleku¨le zwischen beiden
Strukturen u¨berein. Dagegen unterscheidet sich die Bindung der Wassermoleku¨le an
der cytoplasmatischen Oberfla¨che, an der die Ferredoxinbindungsstelle vorliegt.
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Abbildung 3.39: Elektronenmikroskopischen Rekonstruktion von PSI. Links: EM-Dichte
des PSItri-Monomers mit farblicher Darstellung der Untereinheiten. Die Untereinheit PsaX
(rot) ist in dieser Darstellung nur teilweise sichtbar, da sie eine geringere Dichte als die
umgebenden Untereinheiten aufweist. Hellgraue Dichten (siehe Trimerisierungszone von PsaB
bis PsaL) stammen von benachbarten Monomeren, welche nicht vollsta¨ndig maskiert wurden.
Rechts: lokale Auflo¨sung der drei Rekonstruktionen. Das PSItri-Monomer und die beiden
Trimere sind nicht im selben Maßstab dargestellt. Die Abbildung wird modifiziert in Ko¨lsch
et al. (2020, eingereicht) vero¨ffentlicht.
3.3. ANALYSE DER PSI-STRUKTUR 91
Abbildung 3.40: Zuzu¨gliche Kofaktoren, die in der elektronenmikroskopischen Analyse
nachgewiesen werden konnten. Die Lokalisierung ist anhand des PSItri dargestellt. Die EM-
Dichten sind in den Farben ihrer jeweiligen Untereinheiten angegeben (Abbildung 3.39).
Alle EM-Dichten wurden dem PSItri-Monomer mit 4σ (CLA1304), 5,5σ (BCR4012), 7σ
(BCR1403), 2σ (LHG4021) und 1,5σ (LHG4022) entnommen. Die Abbildung wird modifi-
ziert in Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht) vero¨ffentlicht.
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Abbildung 3.41: Hydrophobe Schleife (gru¨n) der Untereinheit PsaK. Links: Cytoplasmati-
sche Ansicht auf die EM-Dichte (blau) und das Modell des PSItri-Monomers. Rechts: Ansicht
aus der Membranebene auf die Cytoplasmatische Seite von PsaK. Die Salzbru¨cke zwischen
Arg31 und Glu52 ist in blau und rot dargestellt. Zur Veranschaulichung der Membranebene
wurde eine Palmitoyloleoyl-Phosphatidylglycerid(POPG)-Membran (gelb) mittels CHARMM
simuliert (Jo et al. 2008).
Abbildung 3.42: Wassermoleku¨le in der Kryo-EM-Struktur. Links ist eine U¨bersicht u¨ber
das PSItri-Monomer gegeben. An Chlorophyllen koordinierte Wassermoleku¨le sind in gru¨n,
Wassermoleku¨le die identisch zur Kryo-XRD-Struktur (Jordan et al. 2001) in rot und neue
Wassermoleku¨le in grau dargestellt. Der orange Kreis verdeutlicht die Wassermoleku¨le in 10 A˚
Abstand zum Eisen-Schwefel-Zentrum FX und der blaue Kreis entspricht der Bindungsstelle
fu¨r Ferredoxin. Rechts sind zwei ausgewa¨hlte Wassermoleku¨le an Chlorophyll CLA1124 von
PsaA in der Kryo-EM-Struktur des PSItri-Monomers (oben, 8 σ) und des C3-Trimers (unten,
5 σ) gezeigt.
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Tabelle 3.8: Elektronenmikroskopische Datenaufnahme und Modellierungsstatistik. Die












FSC 0,143 3,16 2,98 2,85
map sharpening B-factor [A˚2] –79 –96 –69
Modellierung
Anzahl Atome 151 149 151 748 50 584
Wasserstoff 76 158 76 157 25 387
Protein 105 756 105 755 35 254
Ligand 45 393 45 993 15 330
B-Faktor [A˚2]
Protein 5,8 6,5 19,9
Ligand 6,3 7,4 17,8
RMS Abweichung
Bindungsla¨nge [A˚] 0,007 0,007 0,004
Bindungswinkel [°] 1,581 1,089 0,631
MolProbity 2,38 1,95 1,59
Sto¨ße (clash score) 6,5 6,4 5,0
Rotamerausreißer 4,75 1,42 0,05
Ramachandran-Plot [%]
favored 91,24 92,08 95,35
allowed 8,76 7,92 4,65
outliers 0 0 0
Datenbank
PDB-Code: 6TRD 6TRC 6TRA
EMDB-Code: 10559 10558 10557
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3.3.7 Struktur des PSI-Cyt c6-Komplexes in Lo¨sung
Obwohl Cyt c6 an PSItri gebunden vorlag, war in diesen drei Rekonstruktionen keine
EM-Dichte des Cyt c6 nachweisbar. Es ist daher anzunehmen, dass das Cyt c6 unspe-
zifisch am PSItri band und, a¨hnlich wie der Detergensgu¨rtel um das PSItri, nicht
aufsummiert wurde. Um gezielt eine Dichte des Cyt c6 nachzuweisen, wurde daher
der gesamte Datensatz mit Suchmasken auf der luminalen Seite neu klassifiziert. Auch
in diesen Klassifikationen wies die Mehrheit der Daten (≥80%) keine Dichte fu¨r Cyt c6
auf. Allerdings traten auch Klassen auf, die bis zu 6,6% der Daten beinhalteten und
zuzu¨gliche Dichten an der luminalen Seite aufwiesen. Eine solche Maske und ihre
resultierende 3-D-Klasse ist in Abbildung 3.43 dargestellt. Aus dieser Klasse konnte
eine niedrig aufgelo¨ste EM-Dichte (8 A˚) fu¨r ein PSItri-Monomer rekonstruiert werden
(Abbildung 3.43, rechts). Diese EM-Dichte kann mit einem Komplex aus PSI mit einem
in der Na¨he von P700 gebundenen Cyt c6 beschrieben werden. Auch auf der cytoplas-
matischen Seite von PSI konnten Klassen mit zuzu¨glicher Dichte durch Suchmasken
erstellt werden (Abbildung 2 im Anhang). Das Cyt c6 wurde demnach sowohl auf der
luminalen als auch auf der cytoplasmatischen Seite mit dem PSI quervernetzt.
Abbildung 3.43: Spekulative elektronenmikroskopische Rekonstruktion des PSI-Cyt c6-
Komplexes. Mit Hilfe einer luminalen Maske (schwarzer Kreis) wurde wa¨hrend der 3-D-
Klassifikation nach zuzu¨glicher luminaler Dichte gesucht (links). Aus den resultierenden 3-
D-Klassen ko¨nnen elektronenmikroskopische Rekonstruktionen mit einer niedrigen Auflo¨sung
erstellt werden. Hier ist eine Rekonstruktion mit einer Auflo¨sung von 8 A˚ gezeigt, in die das
Modell des PSItri-Monomers (gru¨n) und des Cyt c6 (rot) aus Abschnitt 3.2.3 eingefu¨gt werden
kann (rechts). Durch die luminale Maske wird eine sehr genaue Suchvorgabe an den Daten-
satz angelegt, weshalb die Gefahr einer Fehlinterpretation besteht und diese Rekonstruktion
nur als ein hypothetisches Modell anzusehen ist.
3.3.8 Geometrie des trimeren PSI
Die Struktur des trimeren PSI aus T. elongatus wurde bereits 2001 durch Kryokristall-
strukturanalyse (Kryo-XRD) bei 2,5 A˚ gelo¨st (Jordan et al. 2001). In meiner Arbeit
wurde die Struktur zuzu¨glich mittels Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) und seri-
eller Femtosekunden-Kritsallografie (SFX) untersucht. Alle drei Strukturen stammen
aus trimerem PSI desselben Organismus, der unter identischen Bedingungen kulti-
viert wurde. Trotzdem lassen sich mit diesen drei Messungen Unterschiede in Gro¨ße
und Geometrie des PSItri erkennen. Aus den Modellen der hochaufgelo¨sten Struk-
turen wurden Gyrationsradien berechnet (Tabelle 3.9). Das Monomer innerhalb des
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Tabelle 3.9: Gyrationsradien der Trimere und der Monomere im Trimer von PSI, welche
mit drei hochauflo¨senden Methoden analysiert wurden. Die Radien wurden mittels PyMOL
anhand der Modelle 1PSItri-Monomer der Kryo-EM,
2C3-Trimer der Kryo-EM, 3oxidierte
Struktur der SFX und 4PDB-Code 1jb0 (Jordan et al. 2001) berechnet. Fu¨r die Berech-
nung der Gyrationsradien wurden ausschließlich Atome genutzt, die in allen vier Strukturen
vorkommen.
Kryo-EM SFX Kryo-XRD
Radius PSItri-Monomer [A˚] 41,3
1 41,3 3 40,8 4
Radius Trimer [A˚] 68,3 2 68,8 3 68,2 4
PSI-Trimers (PSItri-Monomer) weist unterschiedliche Gyrationsradien auf. Das PSItri-
Monomer der Kryo-XRD-Struktur ist kleiner als das der beiden anderen Struk-
turen. Legt man die drei Strukturen u¨bereinander, sind die Unterschiede kaum zu
erkennen. Die Expansion der Kryo-EM- und der SFX-Struktur gegenu¨ber der Kryo-
XRD-Struktur ist gleichma¨ßig u¨ber das Monomer verteilt, sodass sie nur an den
distalen Untereinheiten sichtbar wird. Dagegen unterscheiden sich die Gyrationsra-
dien der Trimere der Kryo-EM- und der Kryo-XRD-Struktur nur geringfu¨gig. Am
gro¨ßten ist der Gyrationsradius des Trimers in der SFX-Struktur. Der Unterschied
zwischen der SFX-Struktur und der Kryo-XRD-Struktur basiert auf einer Expansion
des Proteins entlang der Membranebene. Diese Expansion korreliert mit der Gro¨ße
der Einheitszelle, deren a- und b-Achsen, die parallel zur Membranebene liegen, von
281 A˚ in der Kryo-XRD-Struktur auf 285,3 A˚ in der SFX-Struktur zunehmen. Die
von Jordan et al. (2001) gemessene Einheitszelle ließ sich im Rahmen dieser Arbeit
besta¨tigen: Alle unter Kryobedingungen gemessenen PSI-Kristalle wiesen in der a-
und der b-Achse eine La¨nge von 281 A˚ bis 282 A˚ auf. Auch die Kryo-EM-Struktur
ist gegenu¨ber der Kryo-XRD-Struktur entlang der Membranebene expandiert. Hierbei
erfa¨hrt das Trimer jedoch nur eine geringe Expansion, stattdessen ru¨cken die drei
Monomere na¨her zusammen. Dieses Zusammenru¨cken fu¨hrt auch zu einem geringeren
Abstand von Kofaktoren zwischen benachbarten Monomeren. Dies ist insbesondere an
der Kontaktstelle zwischen PsaK des einen Monomers und PsaB des benachbarten
Monomers zu erkennen (Abbildung 3.44). Der Mg-Mg-Abstand zwischen Chlorophyll
1401 von PsaK und Chlorophyll 1212 von PsaB betra¨gt 20,0 A˚ in der Kryo-XRD-
Struktur, 20,2 A˚ in der SFX-Struktur und nur 15,8 A˚ in der Kryo-EM-Struktur. Nicht
nur die Gro¨ße und der Abstand der drei Monomere unterscheiden sich zwischen den
drei hochaufgelo¨sten Strukturen, sondern auch der Winkel, in dem sie zueinander liegen
(Abbildung 3.45). In allen PSItri-Strukturen sind die drei Monomere zur cytoplasmati-
schen Seite hin gebogen. Diese Biegung ist in der Kryo-XRD-Struktur (8°) signifikant
gro¨ßer als in der Kryo-EM- (2°) oder der SFX-Struktur (4°). Auch diese Biegung wirkt
sich auf die Absta¨nde der Kofaktoren zwischen benachbarten Monomeren aus. In der
Kryo-EM-Struktur, die am wenigsten gebogen ist, ist der durchschnittliche Abstand
zwischen den luminalen Chlorophyllen 0,7 A˚ geringer als in der Kryo-XRD-Struktur.
Die Absta¨nde der Chlorophylle haben einen Einfluss auf die Kinetik des Exzitonen-
energiertransfers. Aber auch die Kofaktoren, die an der Ladungstrennung und dem
Elektronentransfer beteiligt sind, weisen unterschiedliche Absta¨nde auf (Tabelle 3.10).
Wa¨hrend zwischen der SFX-Struktur und der Kryo-XRD-Struktur nur geringe Unter-
schiede in der Lokalisation und den Absta¨nden der Kofaktoren der Elektronentrans-
portkette vorliegen, sind die Absta¨nde der Kofaktoren in der Kryo-EM-Struktur signi-
fikant erho¨ht.
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Abbildung 3.44: Expansion der PSI-Monomere und ihr Einfluss auf den Abstand von
Kofaktoren. Der Kontaktbereich zwischen PsaK eines Monomers (links) und PsaB des benach-
barten Monomers (rechts) ist fu¨r die Kryo-XRD- (gru¨n, Jordan et al. 2001), die Kryo-EM-
(blau, C3-Trimer) und die SFX-Struktur (orange) gezeigt. Die Untereinheiten PsaK und PsaB,
inklusive ihrer Chlorophylle CLA1401 und CLA1212, sind in der Kryo-EM-Struktur signifi-
kant na¨her zusammen als in den beiden Kristallstrukturen. Der betrachtete Ausschnitt ist
im Schema des PSItri rechts oben als rotes Viereck hervorgehoben. Die Pfeile stellen sche-
matisch die Expansion der Kryo-EM- (blau) und der SFX-Struktur (orange) gegenu¨ber der
Kryo-XRD-Struktur dar. Die Abbildung wird in modifizierter Form in Ko¨lsch et al. (2020,
eingereicht) vero¨ffentlicht.
3.3. ANALYSE DER PSI-STRUKTUR 97
Abbildung 3.45: Unterschiedliche Winkel in der Membranebene der PSI-Trimere. Die
Trimere der Kryo-EM-, der SFX- und der Kryo-XRD-Struktur (PDB-Code: 1jb0, Jordan et al.
2001) wurden auf dem linken Monomer u¨bereinandergelegt um den Winkel zum rechten
Monomer zu verdeutlichen. Die Membranebene des linken Monomers ist in schwarz dargestellt
und die des rechten Monomers in blau (Kryo-EM-Struktur), in orange (SFX-Struktur) und in
gru¨n (Kryo-XRD-Struktur). Die Kristallkontakte der Kryo-XRD- und der SFX-Struktur sind
durch Kreise an PsaE und PsaF gekennzeichnet. Die Membran wurde u¨ber die Transmembran-
helices mit Hilfe des PPM-Servers definiert (https://opm.phar.umich.edu/ppm_server,
Lomize et al. 2011). Die Abbildung wird in modifizierter Form in Ko¨lsch et al. (2020, einge-
reicht) vero¨ffentlicht.
Tabelle 3.10: Absta¨nde der Kofaktoren der Elektronentransportkette. Die Absta¨nde sind
in A˚ angegeben und wurden jeweils von den geometrischen Zentren der Porphyrinringe, Naph-
thochinone und Eisen-Schwefel-Zentren berechnet. Unterschiede, die gro¨ßer als 0,1 A˚ sind,
werden durch Gro¨ßer-als- oder Kleiner-als-Zeichen hervorgehoben.
1PDB-Code: 1jb0 (Jordan et al. 2001)
2Absta¨nde in der Kryo-EM-Struktur des PSItri-Monomers
Kofaktoren Kryo-EM2 Kryo-XRD1 SFX
PA AAccA 12,21 > 11,89 > 11,76
AAccA A0A 8,30 = 8,28 = 8,32
A0A A1A 9,99 > 9,65 = 9,57
A1A FX 13,35 > 13,21 < 13,43∑
A-Ast 43,85 > 43,04 = 43,08
PB AAccA 12,24 > 12,14 = 12,14
AAccB A0B 7,82 = 7,75 = 7,82
A0B A1B 9,82 > 9,60 = 9,57
A1B FX 13,05 = 13,08 < 13,21∑
B-Ast 42,92 > 42,57 < 42,75
FX FA 15,15 > 14,96 < 15,22
FA FB 12,31 = 12,28 > 12,03∑
FX-FB 27,46 > 27,23 = 27,25
Kapitel 4
Diskussion
In vivo u¨bertra¨gt PSI aus T. elongatus Elektronen von Cyt c6 auf Ferredoxin. Die Elek-
tronen des Cyt c6 werden dazu auf das oxidierte Chlorophyllpaar P700 u¨bertragen,
welches lichtgetrieben eine Ladungstrennung durchfu¨hrt. Der Schwerpunkt meiner
Arbeit war es, die Bindung des Elektronendonors an PSI zu charakterisieren. Neben
dem natu¨rlichen Elektronendonor Cyt c6 wurde das mitochondriale Analogon Cyt cHH
aus Pferdeherz genutzt. Die Bindung wurde mittels kinetischer, kalorimetrischer, theo-
retischer und struktureller Methoden analysiert. Fu¨r die strukturelle Charakterisie-
rung wurden drei hochauflo¨sende Methoden angewandt: die Kristallstrukturanalyse
bei 100 K, die Kristallstrukturanalyse an einem XFEL-Strahlengang bei Raumtempe-
ratur und die elektronenmikroskopische Analyse bei 90 K. Die Diskussion zu diesen
Messungen gliedert sich in drei Unterkapitel: (1) die Bindungsstudien aus den kineti-
schen und kalorimetrischen Messungen, (2) die Analyse der Bindungsstelle der beiden
Cytochrome an PSI und (3) Unterschiede in der PSI-Struktur, welche mit Hilfe der
drei hochauflo¨senden Methoden nachgewiesen wurden.
4.1 Bindung und Elektronentransfer von
Cytochromen mit PSI
4.1.1 Ist die KM eine KD?
Die Interaktion von Cyt cHH und Cyt c6 mit PSItri wurde jeweils mittels Sauer-
stoffreduktionskinetiken untersucht. Zur Beschreibung des Einflusses von pH-Wert und
Ionensta¨rke auf die Affinita¨t wurde die Kinetik auf der Basis der Michaelis-Menten-











Eine Annahme der Michaelis-Menten-Theorie ist ein Gleichgewicht zwischen Enzym
(E), Substrat (S) und dem Enzym-Substrat-Komplex (ES) mit koff kcat. Damit
gilt na¨herungsweise K M = K D. Da kon und koff in einem Gleichgewicht stehen,
ko¨nnen sie mit dieser Methode nicht separat bestimmt werden. Die Kinetik der
ES-Assoziation kann jedoch mit P+700-Reduktionskinetiken analysiert werden. In der
ga¨ngigsten Methode wird P700 durch einen Lichtblitz oxidiert und die Rereduktion
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durch einen Elektronendonor zeitaufgelo¨st gemessen. Fu¨r cyanobakterielle Photosy-
steme gilt (Herva´s et al. 1995)
P ox700 + Cyt c
red kon P red700 + Cyt c
ox. (4.3)
P+700-Reduktionskinetiken wurden in meiner Arbeit fu¨r ausgewa¨hlte Bedingungen
gemessen. Fu¨r Cyt c6 aus T. elongatus wurden bereits zuvor weitere Bedingungen mit
unterschiedlichen Methoden untersucht (Hatanaka et al. 1993; Proux-Delrouyre et al.
2003; Nguyen et al. 2017). Die Reaktionsrate kon setzt sich hierbei aus der diffusi-
onsabha¨ngigen Assoziation von PSI und Cyt sowie aus einem Elektronentransferpro-
zess zusammen. Die diffusionsabha¨ngige Assoziation ist dabei der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt, weshalb kon aus der P
+
700-Reduktionskinetik (Schema 4.3) mit
kon der Michaelis-Menten-Theorie (Gleichung 4.2) gleichgesetzt werden kann. Durch
Einsetzen von kon in Gleichung 4.2 lassen sich koff und somit K D bestimmen. Fu¨r
niedrige Ionensta¨rken ist koff kcat erfu¨llt (Tabelle 4.1). Die Bindung von Cyt c6 an
PSItri dagegen erfolgt in Anwesenheit von Magnesiumsulfat mit koff≈ kcat. Wie von
Briggs und Haldane gezeigt, beha¨lt in diesem Fall die Michaelis-Menten-Theorie ihre
Gu¨ltigkeit, jedoch tra¨gt kcat signifikant zur K M bei, weshalb K D geringer als K M ist
(Briggs und Haldane 1925).
Tabelle 4.1: Vergleich der Dissoziationskonstante KD und der Michaelis-Menten-
Konstante KM. Verglichen wurden Cyt cHH in Phosphatpuffer bei pH 7,5 und pH 8,0 sowie
Cyt c6 in Tricinpuffer bei pH 8,0 ohne (–Mg) bzw. mit (+Mg) 10 mM MgSO4.
aWert aus Hatanaka et al. (1993)
Cytochrom Bedingung kon [M
-1s-1] koff [s
-1] kcat [s
-1] K M [µM] K D [µM]
Cyt cHH pH 7,5 2,3 · 107 510 29 23,5 22
Cyt cHH pH 8,0 3,1 · 107 910 35 30,5 29
Cyt c6 pH 8,0 (–Mg)
a1,7 · 106 440 55 290 260
Cyt c6 pH 8,0 (+Mg) 4,9 · 106 180 140 65 36
4.1.2 Ionensta¨rke und pH
Die Bindung der Redoxpartner wird durch a¨ußere Faktoren beeinflusst. Insbeson-
dere spielen Temperatur, Ionensta¨rke und pH-Wert eine bedeutende Rolle. Da die
Bindung von PSItri und Cyt c6 diffusionsabha¨ngig ist, nehmen Reaktionsraten mit
zunehmender Temperatur zu. Oberhalb von 40 °C treten zusa¨tzliche Effekte auf, die
auf Konformationsa¨nderungen der Proteine zuru¨ckzufu¨hren sind (Nguyen et al. 2017).
In dieser Arbeit wurden alle Messungen bei 20 °C durchgefu¨hrt, einer fu¨r Strukturana-
lysen ga¨ngigen Temperatur, in der PSItri kristallisierbar ist.
Der Einfluss des pH-Wertes und der Ionensta¨rke auf die Affinita¨t der Bindungspartner
ist nachvollziehbar, wenn man die Nettoladung der Proteine bei einem gegebenen
pH-Wert betrachtet: Die luminale Seite des PSI ist negativ geladen (Abbildung 4.1).
Cyt cHH ist mit einem isoelektrischen Punkt (pI) von 10,5 u¨ber alle hier genutzten pH-
Werte positiv geladen. Cyt cHH kann somit u¨ber elektrostatische Wechselwirkungen
an die luminale Seite des PSI binden. Zusa¨tzliche Ionen schirmen die Ladungen der
Proteine ab, weshalb eine erho¨hte Ionensta¨rke zu einer verringerten Affinita¨t fu¨hrt. Der
pI des Cyt c6 kann mit Hilfe des Programms ”
Compute pI“ von ExPASy aus der Prote-
insequenz und der Annahme einer reduzierten Ha¨m-Gruppe auf 5,5 gescha¨tzt werden
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Abbildung 4.1: Oberfla¨chenpotenzial von Cyt c6 und von der luminalen Seite von PSI bei
pH 6 (links) und pH 8 (rechts). Hydrophobe Atome der Ha¨m-Gruppe des Cyt c6 befinden sich
an der Oberfla¨che des Proteins und sind als rote Linien dargestellt. Der His-Tag befindet sich
auf der abgewandten Seite des Proteins und ist hier nicht zu sehen. Das Oberfla¨chenpotenzial
ist von –5 bis +5 kBT/e angegeben und wurde mit dem APBS Tool in PyMOL mit 20mM
Ionensta¨rke, 300K und einer Dielektrizita¨tskonstante von 4 (Protein) bzw. 80 (Medium)
berechnet. Fu¨r die Berechnung der pH-Werte wurden die Protonierungswahrscheinlichkeiten
aus den Strukturen von PSI (PDB-Code: 1jb0) und Cyt c6 (PDB-Code: 1c6s) mit tAPBS
und Karlsberg2 (Kieseritzky und Knapp 2007; Rabenstein und Knapp 2001) herangezogen
und in die Partialladungen der pqr-Dateien eingefu¨gt.
(Bjellqvist et al. 1993). Durch den in dieser Arbeit verwendeten His-Tag liegt der pI
bei 6,5. Damit ist Cyt c6 bei pH 8 negativ geladen, was zu einer Abstoßung von PSI
fu¨hrt. Eine erho¨hte Ionensta¨rke schwa¨cht die repulsive Interaktion durch Abschirmen
der Ladungen ab und erho¨ht somit die Affinita¨t. Im Thylakoidlumen liegt ein pH-Wert
von ca. 6 vor (Kramer et al. 1999). Bei diesem pH-Wert hat Cyt c6 eine Nettoladung
von nahezu 0, trotzdem konnte ein Einfluss der Ionensta¨rke auf die Bindung gemessen
und berechnet werden. Der nicht native Bindungspartner Cyt c6 aus dem Cyanobak-
terium Synechocystis sp. PCC 6803 hat einen identischen pI wie das native Cyt c6 aus
T. elongatus (Herva´s et al. 2005). Auch hier tritt bei der Interaktion mit PSItri aus
T. elongatus bei pH 8 eine Abschirmung repulsiver Wechselwirkungen durch erho¨hte
Ionensta¨rke auf. Dagegen ist bei pH 6, bei dem eine Nettoladung von 0 vorliegt, kein
Einfluss der Ionensta¨rke zu erkennen. Dies zeigt, dass es sich bei der Betrachtung
der Nettoladung um eine grobe Na¨herung handelt. Entscheidend ist die Verteilung der
einzelnen geladenen Seitenketten im Protein. Das Cyt c6 aus T. elongatus weist an der
Oberfla¨che, an der die Ha¨m-Gruppe liegt, auch bei pH 6 eine geringe positive Ladung
auf und kann u¨ber elektrostatische Wechselwirkungen an PSI binden (Abbildung 4.1).
Die Oberfla¨che mit geringer positiver Ladung entspricht der Bindungsstelle des Cyt c6,
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welche anhand von NMR-Messungen vorgeschlagen wurde (Dı´az-Moreno et al. 2005).
Cyt c6 band an PSItri mit negativer Bindungsenthalpie, wodurch die freie Enthalpie
negativ war. Die Bindung des Cyt cHH erfolgte dagegen mit positiver Bindungsent-
halpie. Eine negative Enthalpie, die fu¨r die Bindung notwendig ist, kann daher nur
durch eine Erho¨hung der Entropie erreicht werden. Entropiegetriebene Interaktionen
werden in der Regel einem hydrophoben Effekt zugeschrieben, was die hier dargestellte
Abha¨ngigkeit von Ionensta¨rke und pH-Wert jedoch nicht erkla¨rt. Es ist stattdessen
anzunehmen, dass geordnete Wassermoleku¨le an geladene Aminosa¨ureseitenketten
gebunden sind (Kauzmann 1959; Pettigrew et al. 2003). In den Kristallstrukturen
des Cyt cHH (PDB-Code: 1crc und 1hrc) liegen 60 bis 120 Wassermoleku¨le auf der
Oberfla¨che des Proteins vor (Bushnell et al. 1990; Sanishvili et al. 1995). Durch Bindung
des Cytochroms an das PSI werden diese geordneten Wassermoleku¨le verdra¨ngt und
somit die Entropie erho¨ht.
4.1.3 Oxidationszustand der Cytochrome
Der Oxidationszustand hat einen signifikanten Einfluss auf die Bindung von Redoxpart-
nern. Redoxpartner mu¨ssen aneinanderbinden, das Elektron u¨bertragen und anschlie-
ßend dissoziieren. Blieben die Bindungspartner nach erfolgter Elektronenu¨bertragung
gebunden, ka¨me es zu einer Produktinhibition und die Redoxmediatoren stu¨nden
nicht fu¨r nachfolgende Prozesse zur Verfu¨gung. In biologischen Systemen ist daher die
Affinita¨t der Redoxpartner vor der Elektronenu¨bertragung ho¨her als nach erfolgter
Reaktion. So binden Ferredoxin und Flavodoxin nur in ihrem oxidierten Zustand
an PSI und dissoziieren, sobald das Elektron transferiert wurde. Aus diesem Grund
wurde die 2018 vero¨ffentlichte PSI-Ferredoxin-Kokristallstruktur mit einem Gallium-
substituierten Ferredoxin gemessen, das sich nicht reduzieren la¨sst (Kubota-Kawai
et al. 2018). Kristalle, deren Proteine eine Redoxreaktion eingehen ko¨nnen, lo¨sen sich
dagegen nach Belichtung auf (Aquila et al. 2012). Auch auf der Donorseite des PSI
ist der Oxidationszustand entscheidend. Pflanzliches reduziertes PC bindet an PSI
mit ho¨herer Affinita¨t als oxidiertes (Drepper et al. 1996; Danielsen et al. 1999). Diese
Eigenschaft konnte hier zum ersten Mal fu¨r ein cyanobakterielles System mit Cyt c6
aus T. elongatus besta¨tigt werden.
Da nicht native Bindungskomplexe nicht der Evolution unterliegen, ist es nicht verwun-
derlich, dass Cyt cHH ein abweichendes Verhalten zeigt. Cyt cHH band an PSI im
oxidierten und im reduzierten Zustand mit identischer Affinita¨t. Eine solche fehlende
Abha¨ngigkeit vom Oxidationszustand konnte bereits fu¨r humanes Cyt c mit pflanz-
lichem Cyt bc1-Komplex gemessen werden (Moreno-Beltra´n et al. 2015). Bakterielle
Reaktionszentren aus Rhodobacter sphaeroides zeigen mit Cyt cHH dagegen einen
umgekehrten Effekt: Oxidiertes Cyt cHH bindet mit ho¨herer Affinita¨t als reduziertes
(Moser und Dutton 1988; Larson und Wraight 2000).
Die fehlende Abha¨ngigkeit der Affinita¨t vom Oxidationszustand la¨sst sich fu¨r elek-
trochemische Messungen nutzbar machen. So konnte in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. F. Lisdat ein stabiler Komplex aus PSI und Cyt cHH an Elektro-
denoberfla¨chen kontaktiert und Photostro¨me erzeugt werden, ohne dass es zu einer
Dissoziation des Komplexes wa¨hrend der Reaktion kam (Stieger et al. 2016b; Ciornii
Dmitri et al. 2017). Ebenso dissoziierten die in meiner Arbeit hergestellten Kokristalle
aus PSItri und Cyt cHH nicht durch Belichtung, was die Messung der strukturellen
A¨nderung wa¨hrend des Elektronentransports ermo¨glicht.
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4.2 Die Cytochrom c-Bindungsstelle
des Photosystems I
Durch die kinetischen Messungen konnte der Einfluss von Ionensta¨rke und pH-Wert auf
die PSI-Cytochrom-Bindung identifiziert werden. Diese Informationen wurden genutzt,
um den Komplex aus PSI und Cytochrom u¨ber theoretische Methoden zu beschreiben
und um stabile Komplexe fu¨r Strukturanalysen zu generieren. Neben dem spezifischen
Komplex, durch den der Elektronentransfer erfolgt, konnte auch die Bildung unspezi-
fischer Komplexe gemessen werden (Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3).
4.2.1 Unspezifische Bindungsstellen
Um unspezifische und spezifische Bindungsstellen beschreiben zu ko¨nnen, wurde ein
rigid-body docking genutzt. Mit dieser theoretischen Methode wird das Cytochrom c
relativ zu PSI unter verschiedenen Orientierungen durch den Raum translatiert.
Zu jeder Orientierung und Translation wird eine Bindungsenergie berechnet und
die 10 000 Bindungsstellen mit der negativsten Energie ausgegeben. Da die Elektro-
statik einen großen Anteil der Bindungsenergie ausmacht, bindet das positiv gela-
dene Cyt cHH, wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, an die negativ geladene lumi-
nale Oberfla¨che von PSI. Diese elektrostatische Interaktion fu¨hrte dazu, dass mehrere
Dockingstellen mit vergleichbarer Energie berechnet wurden. Auch mittels ITC wurden
fu¨r Cyt cHH mehrere Bindungsstellen mit Affinita¨ten in der gleichen Gro¨ßenordnung
nachgewiesen (Abschnitt 3.2.2). Diese unspezifischen Bindungsstellen sind demnach
an der luminalen Seite von PSI lokalisiert. Sie sind aufgrund der Entfernung zu
P700 voraussichtlich nicht am Elektronentransfer beteiligt. Demgegenu¨ber erscheint die
Bindung von Cyt c6 an der luminalen Seite von PSI hochspezifisch. In großem Abstand
zu P700 liegen nur vereinzelt Dockingstellen mit erho¨hter Energie vor. Interessanter-
weise wurden fu¨r Cyt c6 auch an der cytoplasmatischen Seite von PSI Dockingstellen
berechnet, was durch die elektronenmikroskopische Analyse besta¨tigt werden konnte
(Abschnitt 3.3.7). Da Cyt c6 ausschließlich im Lumen vorkommt, spielen cytoplasma-
tische Bindungsstellen keine Rolle in der nativen Elektronenu¨bertragung.
4.2.2 Die spezifische Bindungsstelle des Komplexes
Die Bindungsstelle, an der die Elektronenu¨bertragung erfolgt, wurde u¨ber theoretische
Methoden mit Hilfe von Daten aus der Literatur und eigenen Messungen beschrieben.
Um fehlerhafte Einschra¨nkungen zu vermeiden, wurden die Literaturdaten nur quali-
tativ als Suchkriterium vorgegeben. Somit wurde festgelegt, mit welcher Oberfla¨che
das Cytochrom an PSI binden muss, nicht aber, welche Aminosa¨uren an der Bindung
beteiligt sein mu¨ssen. Weitere Kriterien waren eine geringe Distanz zwischen der
Oberfla¨che der hydrophoben Ha¨m-Bindungstasche des Cytochroms zu den hydro-
phoben Aminosa¨uren TrpA655 und TrpB631 sowie der Abstand zwischen der Ha¨m-
Gruppe und P700. Die modellierten Bindungsstellen fu¨r Cyt cHH und Cyt c6 unter-
scheiden sich (Abschnitt 3.2.3). Der Abstand der Ha¨m-Gruppe zu P700 ist im Cyt c6-
Modell geringer als der des Cyt cHH-Modells. Demgegenu¨ber weist das Cyt cHH-Modell
eine negativere freie Enthalpie auf. Dies korreliert mit der ho¨heren Wechselzahl kcat
von Cyt c6 und der ho¨heren Affinita¨t von Cyt cHH. Die Bindung von Cyt c6 an PSI
wurde von vielen Arbeitsgruppen untersucht, deren Ergebnisse im Folgenden zur Veri-
fizierung des hier bestimmten Strukturmodells herangezogen werden.
Die Untereinheit PsaF des cyanobakteriellen PSI ist nicht an der Bindung von Cyt c6
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und Pc beteiligt (Chitnis et al. 1991; Mu¨hlenhoff und Chauvat 1996; Hippler et al.
1999). Auch in dem von mir erstellten Modell weist Cyt c6 einen Abstand von u¨ber
20 A˚ zu den luminalen Helices der PSI-Untereinheit PsaF auf.
Die Affinita¨t von PSI zu Cyt c6 nahm bei pH 8 mit zunehmender Ionensta¨rke zu
(Abbildung 3.11 in Abschnitt 3.2.1). Dies la¨sst sich mit den negativ geladenen Seiten-
ketten Glu34 von Cyt c6 und Asp628 der J-Schleife von PsaA erkla¨ren (Abbildung 3.17
in Abschnitt 3.2.3). Diese Seitenketten sind im Modell 7,4 A˚ voneinander entfernt
und stoßen sich voneinander ab. Durch Erho¨hen der Ionensta¨rke wird die negative
Ladung abgeschirmt. Zusa¨tzlich erlaubt die Anordnung der beiden geladenen Gruppen
eine Koordinierung zweiwertiger Kationen. Der gro¨ßere Effekt zweiwertiger Kationen
gegenu¨ber monovalenten Ionen la¨sst sich somit durch ein zwischen Glu34 und Asp628
gebundenes Ion erkla¨ren.
Da sich das kleine Protein Cyt c6 gut heterolog herstellen la¨sst, konnten hierfu¨r einige
Punktmutationen analysiert werden. Insbesondere fu¨r Cyt c6 aus den Cyanobakte-
rien Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7119 wurden die Bindungskine-
tiken nach Einfu¨gen von Punktmutationen gemessen (Dı´az-Quintana et al. 2003). Der
Einfluss der Punktmutationen la¨sst sich mit dem von mir erstellten Modell fu¨r Cyt c6
erkla¨ren. In allen Fa¨llen, in denen kon zunimmt, wurde eine negativ geladene Seiten-
kette gegen eine positiv geladene ausgetauscht und somit eine Bindung durch Erho¨hung
der Nettoladung des Cyt c6 ermo¨glicht (vgl. Abschnitt 4.1.2). Mutationen, die zu einer
Verringerung von kon fu¨hren, betreffen Aminosa¨uren, die in meinem Modell an der
Bindung zwischen PSI und Cyt c6 beteiligt sind. Als Beispiel sei hier die konservierte
Aminosa¨ure Arg64 genannt. Arg64 bindet in meinem Modell in einer negativ geladenen
Tasche, die von PsaB an Glu609 ausgebildet wird (Abbildung 4.1 in Abschnitt 4.1.2).
Durch Mutation von Arg64 gegen eine negativ geladene Aminosa¨ure verringert sich kon
um bis zu 90 % (Dı´az-Quintana et al. 2003).
Auch Mutationen an PSI besta¨tigen das von mir erstellte Modell. Die hydrophobe
Oberfla¨che der Ha¨m-Bindungstasche von Cyt c6 interagiert in meinem Modell mit den
hydrophoben Aminosa¨uren TrpA655 und TrpB631. Die Ha¨m-Gruppe von Cyt c6 ist
dabei na¨her an TrpA655 als an TrpB631. Dies passt zu dem Befund von Sommer et
al., dass TrpA655 fu¨r die Bindung des Cyt c6 essenziell ist, wa¨hrend TrpB631 fu¨r Pc
beno¨tigt wird (Sommer et al. 2002; Sommer et al. 2004).
Eine unerwartet gute U¨bereinstimmung wurde beim Vergleich meines PSI-Cyt c6-
Modells mit einer homologen Struktur gefunden. Im Gegensatz zu pflanzlichen und
cyanobakteriellen Photosystemen ist die Kokristallstruktur des bakteriellen Reakti-
onszentrums (bRC) aus Rhodobacter sphaeroides mit Cyt c2 bekannt (Axelrod et al.
2002). bRC sind strukturell homolog zu den Photosystemen und zeigen z. B. eine
nahezu identische Anordnung der Transmembranhelices (Fischer et al. 2016). Die bRC-
Cyt c2-Struktur wurde mit dem PSI-Cyt c6-Modell verglichen. Der Abstand zwischen
den Ha¨m-Gruppen und P700 bzw. P870 stimmt in beiden Komplexen u¨berein. Die
Cytochrom-Bindungsstellen unterscheiden sich lediglich in einer geringen Rotation
der Ha¨m-Gruppen (Abbildung 4.2). Obwohl PSI und bRC nur eine geringe Sequenz-
identita¨t aufweisen, ist die Position der Kofaktoren ebenso hoch konserviert wie die
Struktur der Transmembranhelices.
Die in diesem Abschnitt genannten U¨bereinstimmungen zwischen dem von mir
bestimmten Modell, eigenen Messungen und Daten aus der Literatur weisen darauf hin,
dass die Cyt c6-Bindungsstelle von PSI mittels rigid-body docking in guter Na¨herung
beschrieben wurde.
Viele Seitenketten von Cyt c6 haben einen Abstand von weniger als 3 A˚ zu Seiten-
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Abbildung 4.2: Vergleich der PSI-Cyt c6-Bindungsstelle mit der bRC-Cyt c2-
Bindungsstelle aus R. sphaeroides (PDB-Code: 1l9b, Axelrod et al. 2002). Die Ha¨m-Gruppen
von Cyt c6 und Cyt c2 wurden u¨bereinander gelegt und die relativen Positionen der aktiven
Zentren P700 und P870 dargestellt. Die eingezeichneten Absta¨nde wurden von den Eisenzen-
tren zu den Mg2+-Ionen gemessen.
ketten von PSI. Bei Van-der-Waals-Radien von 1,7 A˚ bis 2,2 A˚ mu¨ssten die Absta¨nde
jedoch gro¨ßer als 3,4 A˚ sein. Diese geringen Absta¨nde beruhen darauf, dass im rigid-
body docking die Proteine zwar als starre Ko¨rper simuliert werden, aber Konforma-
tionsa¨nderungen und Rotamere von Aminosa¨ureseitenketten beru¨cksichtigt werden.
In Cyt c6 treten geringe Konformationsa¨nderungen durch Bindung an PSI im
Proteinru¨ckgrat und sogar an der Ha¨m-Gruppe auf (Ma et al. 2003; Dı´az-Moreno et al.
2005; Dı´az-Moreno et al. 2006). Um diese Konformationa¨nderungen zu bestimmen, sind
strukturelle Methoden zur Lo¨sung der Kostruktur no¨tig.
4.2.3 Komplexbildung fu¨r Strukturanalyse
Um die Kostruktur aus PSI und Cytochrom c zu messen, mu¨ssen die Bindungspartner
stabil aneinandergebunden vorliegen. Die ho¨chsten gemessenen KM-Werte zwischen
PSI und Cyt cHH bzw. Cyt c6 betrugen 5µM (Cyt cHH, pH 8, niedrige Ionensta¨rke)
bzw. 33 µM (Cyt c6, pH 8, hohe Ionensta¨rke). Es konnten somit ho¨here Affinita¨ten
fu¨r Cyt cHH als fu¨r Cyt c6 erreicht werden. Da Cyt c6 nach Transfer des Elektrons
von PSI dissoziieren muss, ist wie in anderen transienten Komplexen die Affinita¨t
zugunsten einer hohen Reaktionsrate gering (Crowley und Ubbink 2003). Die ho¨chsten
gemessenen Wechselzahlen betrugen 35 s–1 (Cyt cHH, pH 8) und 160 s
–1 (Cyt c6, pH 8,
hohe Ionensta¨rke). Damit ergaben sich fu¨r beide Proteine katalytische Effizienzen
(kcat ·KM–1) in derselben Gro¨ßenordnung.
Die Affinita¨ten des Cyt cHH und Cyt c6 sind vergleichbar mit den Affinita¨ten von
Plastocyaninen und Cytochromen in Pflanzen, Algen und anderen Cyanobakterien
(7 µM bis 125µM, Drepper et al. 1996; Zygadlo et al. 2005; Bernal-Bayard et al. 2015;
Thor et al. 1999). Fu¨r eine erfolgreiche Strukturanalyse eines Komplexes aus photo-
synthetischen Proteinen und Redoxmediatoren wurden Affinita¨ten von maximal 1µM
genutzt (Cyt c2 mit Reaktionszentren: Adir et al. 1996; Tiede et al. 2000; Ferredoxin
mit PSItri: Kubota-Kawai et al. 2018). Die in dieser Arbeit bestimmte Affinita¨t fu¨r
Cyt cHH ist zwar etwas geringer, liegt aber in derselben Gro¨ßenordnung. Tatsa¨chlich
bildeten Cyt cHH und PSItri einen stabilen Komplex in Lo¨sung aus (Abschnitt 3.3.2).
Die Affinita¨t des Cyt c6 zu PSItri ist signifikant geringer, weshalb die Kokristallisation
nicht gelang. Dennoch wurde mittels Kleinwinkelstreuung zum ersten Mal eine Bindung
nachgewiesen (Abschnitt 3.3.2). Kovalent an PSItri gebundenes Cyt c6 war in der 3-D-
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Klassifizierung der elektronenmikroskopischen Analyse nachweisbar (Abschnitt 3.3.7).
4.2.4 Strukturanalyse der PSI-Cyt c-Bindungsstelle
Mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung la¨sst sich nicht nur die Bindung zweier Proteine
nachweisen, sondern dieser Komplex kann auch na¨her analysiert werden. Die Intensita¨t
des an einem Protein gestreuten Strahls vera¨ndert sich durch Bindung eines großen
Liganden. Eine solche Messung gelang bereits mit dem bakteriellen Reaktionszentrum
(bRC) und Cyt c2 (Tiede et al. 2000). Die Position des Cyt c2 konnte bis auf wenige
Angstro¨m genau bestimmt werden. In meiner Arbeit konnte ebenso eine Bindung von
Cyt cHH und Cyt c6 an PSItri gemessen werden. Das PSItri ist mit 1 MDa etwa 100-
mal so groß ist wie die 10 kDa großen Cytochrome und weist mit 10 µM (Cyt cHH)
bzw. 30 µM (Cyt c6) geringere Affinita¨ten als der bRC-Cyt c2-Komplex auf (0,5 µM,
Adir et al. 1996). Trotzdem erweist sich die Kleinwinkelstreuung als geeignet, um einen
solchen Komplex aus einem großen und einem kleinen Protein zu messen. Die PSI-
Bindungsstelle fu¨r Cyt cHH und Cyt c6 konnte mittels Kleinwinkelstreuung auf der
luminalen Seite lokalisiert werden. Diese Methode ist jedoch nicht sensitiv genug,
um die beiden komplexierten Proteine als separate Strukturen zu lo¨sen, weshalb die
Bindungsstelle nicht na¨her mit Kleinwinkelstreuung beschrieben werden konnte.
Zur Kla¨rung der Bindungsstelle ist daher eine hochauflo¨sende Methode notwendig. Die
erfolgreiche Kokristallisation von PSItri mit Cyt cHH ermo¨glichte die Messung einer
hochaufgelo¨sten Struktur. Jedoch konnte keine Elektronendichte fu¨r Cyt cHH in der
Struktur identifiziert werden. Dies ist mo¨glicherweise auf unspezifische Bindungsstellen
zuru¨ckzufu¨hren, die mittels kalorimetrischer Messungen und der rigid-body docking-
Simulationen nachgewiesen wurden (Abschnitte 3.2.2 und 3.2.3). Trotz eines P700-
Cyt cHH-Verha¨ltnises von 1 : 1 im Kokristall ist damit nicht gewa¨hrleistet, dass alle
Bindungsstellen gesa¨ttigt waren. Die Sa¨ttigung konnte in der Kleinwinkelstreuung
durch Erho¨hen der Cyt cHH-Konzentration erreicht werden. Unter diesen Konzentra-
tionen lo¨sten sich die Kokristalle jedoch auf. Auch war Cyt cHH nicht an Kristall-
kontakten beteiligt und lag voraussichtlich im Kristallisationsmedium bzw. am Deter-
gensgu¨rtel in einer sehr flexiblen Umgebung vor. Die Flexibilita¨t geht in der Kristall-
struktur mit einer verringerten Auflo¨sung einher. Eine Kokristallisation mit nicht
nativem Cytochrom c fu¨hrte auch in anderen Arbeiten zu fehlenden Elektronendichten
(Poulos et al. 1987). Durch Verbesserung der Auflo¨sung gelang es, die Elektronendichte
des Cytochroms zu visualisieren (Pelletier und Kraut 1992). In den Kristallen von
Poulos und Pelletier war das Cytochrom an der Bildung von Kristallkontakten betei-
ligt. Da dies in den PSItri-Cyt cHH-Kristallen nicht der Fall war, ist ein Vergleich
mit Shimada et al. (2016) interessant. In diesen Kokristallen aus Cytochrom c mit
Cytochrom c-Oxidase war das Cytochrom c ebenfalls in einem flexiblen Volumen an
der Cytochrom c-Oxidase gebunden. Erst bei einer Auflo¨sung von 2 A˚ gelang es, das
Cytochrom c zu identifizieren (Shimada et al. 2016). Eine verbesserte Auflo¨sung der
PSItri-Kristalle konnte mittels XFEL bei Raumtemperatur erreicht werden. Durch die
Raumtemperaturmessung entfiel außerdem die Nutzung des Kryoprotektivums Saccha-
rose, welches in der Lage war, PSI-Kristalle aufzulo¨sen (Abschnitt 3.3.3). Ein Protokoll
zur Messung von PSItri-Cyt cHH-Kristallen an einem XFEL-Strahlengang wurde im
Rahmen meiner Arbeit entwickelt.
Seit der resolution revolution (Ku¨hlbrandt 2014) ist es fu¨r große Proteine eben-
falls mo¨glich, hochaufgelo¨ste Strukturen mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) zu ermitteln. Um den PSItri-Cyt c6-Komplex in Lo¨sung zu messen, wurden
die beiden Koproteine kovalent verbunden. Diese Quervernetzung erfolgte mit dem
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Tabelle 4.2: Unterschiede in den Strukturanalysen. 1Struktur aus Golub et al. (2020, in
Vorbereitung), 2Struktur aus Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht), 3Struktur aus Keable et al.
(2020, in Vorbereitung), 4Struktur aus Jordan et al. (2001).
Auflo¨sung Temperatur Lo¨sung/Kristall pH Ionensta¨rke
SANS1 RT in Lo¨sung 6,4 200 mM
Kryo-EM2 2,9 A˚ 90 K in Lo¨sung 8,0 100 mM
SFX3 2,75 A˚ RT im Kristall 6,0 0 mM
Kryo-XRD4 2,5 A˚ 100 K im Kristall 6,4 0 mM
Aktivator EDC, der eine Peptidbindung zwischen positiv und negativ geladenen
Aminosa¨ureseitenketten induziert. Der mit EDC quervernetzte Komplex ist zwar aktiv,
bu¨ßt aber einen Teil seiner Reduktionsrate ein (Lubner et al. 2011; Hippler et al. 1997).
Um eine Aggregation oder gar eine Denaturierung der Proteine zu vermeiden, wurde
das Quervernetzen nur u¨ber einen kurzen Zeitraum mit geringen Konzentrationen von
5 mM EDC durchgefu¨hrt. Durch anschließende Aufreinigung der Lo¨sung mit Hilfe des
His-Tags von Cyt c6 konnte sichergestellt werden, dass nur mit Cyt c6 quervernetztes
PSItri im TEM gemessen wurde (Abschnitt 3.3.6). Es wurden dabei lediglich 15 % bis
25 % der PSI-Trimere mit Cyt c6 gebunden. Daher ist anzunehmen, dass an jedem der
quervernetzten PSI-Trimere jeweils nur eine der drei Cyt c6-Bindungsstellen besetzt
war. Fu¨r Liganden mit etwa 30 % Sa¨ttigung lassen sich in TEM-Strukturen EM-Dichte
nachweisen (Xie et al. 2017; Wang et al. 2018). Auch in meiner Arbeit gelang es zum
ersten Mal, eine Dichte in der Na¨he von P700 nachzuweisen (Abschnitt 3.3.7). Diese
Dichte weist jedoch nur eine geringe Auflo¨sung auf, sodass keine strukturellen Details
herausgearbeitet werden konnten. Dies ist vergleichbar mit der vor Kurzem erschie-
nenen Kostruktur des PSImono aus der Gru¨nalge Chlamydomonas mit Pc bei einer
Auflo¨sung von 2,9 A˚ (Suga et al. 2019). Auch dort wurde eine EM-Dichte mit nied-
riger Auflo¨sung identifiziert. Die Dichte ist an PsaF, der erwarteten Bindungsstelle fu¨r
eukaryotisches Pc, lokalisiert. Sie umfasst etwa ein Zehntel der Gro¨ße des Pc und weist
keine strukturellen Informationen auf. Weder meiner Arbeit noch in der Arbeit von
Suga et al. gelang es, die Auflo¨sung des Koproteins zu erho¨hen.
4.3 PSI-Struktur
4.3.1 Vergleich der Methoden
Fu¨r die Charakterisierung der PSI-Cyt c-Bindungsstelle wurde die Struktur des PSI
mit hochauflo¨senden Methoden charakterisiert. Eine Kryo-XRD-Struktur konnte
bereits mittels Ro¨ntgenbeugung am Kristall bei 100 K mit einer Auflo¨sung von
2,5 A˚ gelo¨st werden (Jordan et al. 2001). Im Rahmen meiner Arbeit wurden nun
zwei weitere Strukturen erga¨nzt. Diese wurden mit SFX bei Raumtemperatur (RT)
mit einer Auflo¨sung von 2,75 A˚ und mit Kryo-EM bei 90 K mit einer Auflo¨sung
von 2,9 A˚ Auflo¨sung bestimmt. Diese Methoden ergaben vergleichbare Auflo¨sungen,
unterschieden sich aber in der Temperatur, dem Puffersystem und darin, ob das
Protein in Lo¨sung oder im Kristall vorlag (Tabelle 4.2). Sowohl PSItri als auch
die Einheitszelle ist in der SFX-Struktur unter Raumtemperatur gro¨ßer als in der
Kryo-XRD-Struktur. Auch in Lo¨sung ist ein Unterschied in der Gro¨ße der Proteine
zu erkennen: Das PSItri der Neutronen-Kleinwinkelstruktur (5 % und 18 % D2O) ist
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gro¨ßer als in der Kryo-XRD, wa¨hrend das PSItri der Kryo-EM (C1- und C3-Modell)
dieselbe Ausdehnung wie die Kryo-XRD hat. Dieser Effekt wurde bereits in SFX-
und Kryo-XRD-Messungen von PSII beobachtet (Young et al. 2016). Wie auch
PSI kontrahiert das PSII entlang der Membranebene durch Einfrieren in flu¨ssigem
Stickstoff, wa¨hrend orthogonal zur Membranebene keine A¨nderung der Gro¨ße vorliegt.
Da die a- und b-Achsen der Einheitszelle von PSItri-Kristallen parallel zur Membra-
nebene liegen, la¨sst sich die Kontraktion entlang der Membranebene auch anhand
dieser Achsen erkennen. Die a- und b-Achsen verringerten sich durch Einfrieren
von 285 A˚ auf 281 A˚, wa¨hrend sich die c-Achse nur von 166 A˚ auf 165 A˚ verringerte
(Tabellen 3.6 und 3.7). Auf der Basis der hier gemessenen Strukturen la¨sst sich die
Temperatur als eine Ursache fu¨r die Kontraktion und Expansion der Membranproteine
identifizieren. Young et al. postulierten, dass die Gro¨ßena¨nderung durch Schockge-
frieren auf einer verringerten Mobilita¨t der Membranlipide zwischen den Monomeren
basiere. In den drei elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen sind zwischen den
PSItri-Monomeren la¨ngliche EM-Dichten zu erkennen, die auf Lipide und Detergens
zuru¨ckzufu¨hren sind (Abschnitt 3.3.6). Tatsa¨chlich ist eine Verringerung der Einheits-
zelle von Kristallen durch Schockgefrieren ein ha¨ufig beobachtetes Pha¨nomen, das auf
der Dichtea¨nderung des vitrifizierten Solvens beruht (Juers und Matthews 2001). Die
Dichtea¨nderung der Lipide und Detergensmoleku¨le wu¨rde den geringen Abstand der
PSItri-Monomere in der Kryo-EM-Struktur (C1- und C3-Strukturen) erkla¨ren. Ferner
kommt es auch innerhalb des PSItri-Monomers der Kryo-XRD-Struktur im Vergleich
zur SFX-Struktur zu einer Kontraktion. Demgegenu¨ber ist das PSItri-Monomer der
Kryo-EM-Struktur nicht kontrahiert; es hat dieselbe Gro¨ße wie das PSItri-Monomer
der SFX-Struktur. Ein solcher Effekt kann auch in anderen Strukturen nachgewiesen
werden. Eine gute Datenlage liegt fu¨r die β-Galactosidase aus E. coli vor. Es handelt
sich um das Enzym des lac-Operons, das Lactose in Glucose und Galactose spaltet
und ha¨ufig in der Genetik eingesetzt wird. Hierzu gibt es bereits vier hochaufgelo¨ste
Kryo-EM-Strukturen (bis zu 1,9 A˚ Auflo¨sung), 55 Kryo-XRD-Strukturen (bis zu 1,5 A˚)
und auch eine Raumtemperatur-XRD-Struktur (3,0 A˚). Der Gyrationsradius der Kryo-
EM-Strukturen stimmt mit dem Gyrationsradius der Raumtemperatur-XRD-Struktur
u¨berein, wa¨hrend ausgewa¨hlte Kryo-XRD-Strukturen um 0,2 A˚ bis 0,4 A˚ kleiner sind.
Weshalb die beiden Kryostrukturen eine unterschiedliche Gro¨ße aufweisen, konnte hier
nicht gekla¨rt werden. Denkbar ist ein Unterschied in der Art des Einfrierens. Kristalle
sind mehrere Mikrometer groß, werden in einem Kryoprotektivum inkubiert und sind
wa¨hrend des Einfrierens von einem Flu¨ssigkeitsfilm umgeben. Die Wa¨rmeu¨bertragung
ist proportional zu L3/2, weshalb zum vollsta¨ndigen Einfrieren eines 1 mm großen
Kristalls 0,1 s (flu¨ssiges Propan) bis 0,2 s (flu¨ssiger Stickstoff) vergeht (Kriminski
et al. 2003). Große PSItri-Kristalle (ab ca. 1 mm) frieren daher so langsam ein, dass
Fehler im Kristall auftreten und sich die gemessene Raumgruppe von P63 zu P21
verschiebt (Jordan 2001). Fu¨r die Elektronenmikroskopie wird die Proteinlo¨sung
ohne Kryoprotektivum dagegen in einem Vitrobot so geblottet, dass ein sehr du¨nner
Wasserfilm, kaum dicker als das Protein selbst, vorliegt.
Auch der Winkel, in dem die drei PSItri-Monomere zueinander stehen, unterscheidet
sich zwischen den hochaufgelo¨sten Strukturen. Eine Ursache dieser Expansion
ko¨nnten die Kristallkontakte sein. Kristallkontakte sind Oberfla¨chen des Proteins, an
denen dieses im Kristall mit benachbarten Proteinen interagiert. Durch die Bindung
verschiebt sich das Proteinru¨ckgrat der Kristallkontakte um bis zu 2 A˚ gegenu¨ber
der Struktur in Lo¨sung (Bartesaghi et al. 2014). In den beiden Kristallstrukturen des
PSItri interagiert die cytoplasmatische Untereinheit PsaE mit den luminalen Helices
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der Untereinheit PsaF eines benachbarten PSI-Trimers. Hierbei kommt es zu einer
Verschiebung des Proteinru¨ckgrats einer Schleife am Kristallkontakt um 1 A˚. Diese
Schleife wird durch die β-Faltblattstruktur von PsaE sowie durch eine Schleife der
benachbarten Untereinheit PsaC stabilisiert, sodass sie sich nicht weiter bewegen kann.
Daher dru¨cken die beiden Trimere so gegeneinander, dass sich die PSItri-Monomere
aus der Membranebene herausbewegen, was zu einem vergro¨ßerten Winkel im PSItri
fu¨hrt.
4.3.2 Elektronentransport in PSI
Die unterschiedliche Gro¨ße der PSItri-Monomere wirkt sich auch auf die Absta¨nde
der Kofaktoren aus. Hierbei ist insbesondere der Abstand zwischen den Kofaktoren
der Elektronentransportkette (ETC) von Bedeutung. Die ETC liegt orthogonal zur
Membranebene und ist somit in den PSI-Kristallstrukturen von T. elongatus parallel
zur c-Achse der Einheitszelle. Da sich die c-Achse zwischen der Kryo-XRD- und
der SFX-Struktur nur geringfu¨gig unterscheidet, sind auch die Absta¨nde der ETC
vergleichbar (Unterkapitel 3.10). Dagegen weisen die Absta¨nde der Kryo-EM-Struktur
Unterschiede von bis zu 0,3 A˚ zur Kryo-XRD-Struktur auf. Dies mag gering erscheinen,
jedoch bewirkt eine solche Abstandsa¨nderung eine Verlangsamung des Elektronen-
transfers um 36 % (Moser et al. 1992; Young et al. 2016). In der Literatur sind fu¨r
die Kinetiken des Elektronentransfers von PSI unterschiedliche Werte zu finden (Ptus-
henko et al. 2008; Kurashov et al. 2018). Der in meiner Arbeit gefundene Einfluss der
Pra¨parationsmethode auf die Absta¨nde der Kofaktoren ko¨nnte eine Ursache fu¨r diese
unterschiedlichen kinetischen Konstanten sein.
Eine weitere Ursache fu¨r unterschiedliche Kinetiken ist in der Konformation von
Phe669 zu finden. Phe669, das mit A1B interagiert, nimmt in der SFX-Struktur eine
andere Konformation als in den beiden Kryostrukturen von T. elongatus und in allen
bekannten PSI-Kryostrukturen anderer Organismen ein (Abschnitt 3.3.5, Pan et al.
2018; Malavath et al. 2018; Suga et al. 2019; Zheng et al. 2019). In den Kryostrukturen
ist der aromatische Ring dieses Phenylalanins parallel versetzt zum aromatischen Ring
des A1B, wa¨hrend er in der SFX-Struktur unter Raumtemperatur orthogonal in einer T-
fo¨rmigen Orientierung liegen. Beide Konformationen sind energetisch sinnvoll (Hunter
und Sanders 1990). Das Phe669 kann zu Tyrosin mutiert werden, ohne dass es zu einem
Verlust der Aktivita¨t des PSI kommt (Est et al. 2005). Weder in der Konformation der
Kryo-XRD-Struktur noch in der Konformation der SFX-Struktur ko¨nnte ein Phenyl-
alanin gegen ein Tyrosin ausgetauscht werden, da die Hydroxygruppe des Tyrosins mit
dem benachbarten Chlorophyll CLA1239 kollidieren wu¨rde. In der A1A-Bindungstasche
muss daher eine erho¨hte Flexibilita¨t gegeben sein, was durch den erho¨hten B-Faktor
des Phe669 besta¨tigt wird. Am Phe689, welches in PsaA an A1A lokalisiert ist, konnten
dagegen keine signifikanten A¨nderungen beobachtet werden. Interessanterweise leitet
der B-Ast Elektronen von P700 zum Eisen-Schwefel-Zentrum FX in 20 ns, wa¨hrend
fu¨r den Elektronentransport im A-Ast 200 ns beno¨tigt werden. In den Kryostruk-
turen unterscheiden sich die Bindungstaschen der beiden Phyllochinone nur geringfu¨gig.
Dagegen unterscheidet sich die Bindungstasche des Phe689 von PsaA signifikant von
der des Phe669 von PsaB (Abbildung 4.3). In PsaA interagiert das Phe689 in einer
T-fo¨rmigen pi-pi-Wechselwirkung (4 A˚) mit einem benachbarten Phenylalanin, Phe658.
In PsaB ist anstelle des benachbarten Phenylalanins dagegen ein Threonin, Thr665,
zu finden. Die unterschiedlich großen Seitenketten in der Umgebung gehen auch mit
einer A¨nderung der Absta¨nde des Phe689 und Phe669 zum benachbarten Chlorophyll
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Abbildung 4.3: Bindungstasche des Phenylalanins Phe689 in PsaA (orange) und Phe669
in PsaB (gru¨n). Die Phyllochinone von PsaA und PsaB der Kryokristallstruktur (PDB-Code:
1jb0, Jordan et al. 2001) wurden u¨bereinander gelegt und signifikante Abweichungen in
der Umgebung der Phenylalanine wurden hervorgehoben. In der SFX-Struktur ist Phe669
gegenu¨ber der hier gezeigten Struktur um 30° rotiert.
CLA1140 (PsaA, 5,0 A˚) und CLA1239 (PsaB, 3,5 A˚) einher. Aufgrund der unterschied-
lichen Bindungstaschen ist es nachvollziehbar, dass Phe669 und Phe689 unter Raum-
temperatur unterschiedliche Konformationen einnehmen ko¨nnen. Durch Reduktion des
Phyllochinons zu einem Semichinon a¨ndert sich dessen pi-Elektronensystem (Molcˇanov
und Kojic´-Prodic´ 2019). Berechnungen, die mit den Konformationen der Kryo-XRD-
Struktur durchgefu¨hrt wurden, zeigten, dass das Phe669 des B-Astes eine geringere
Interaktion mit einem A1-Semichinon eingeht als das Phe689 des A-Astes (Lin und
O’Malley 2011). Eine Konformationsa¨nderung des Phenylalanins ko¨nnte zu einer Stabi-
lisierung der Intermediate und somit zu einer Optimierung des Elektronentransports
fu¨hren. Konformationsa¨nderungen der A1-Bindungstasche wa¨hrend des Elektronen-
transports wurden bereits auf der Basis von Elektron-Kern-Doppelresonanz(ENDOR)-
Spektren vermutet (Rigby et al. 2002). In den oxidierten Kryo-EM- und Kryo-XRD-
Strukturen liegt dagegen eine spezifische, niederenergetische Konformation vor. Konfor-
mationsa¨nderungen treten durch das Ku¨hlen auf tiefe Temperaturen ha¨ufig auf (Fraser
et al. 2011). Auch in PSII waren im Vergleich einer Raumtemperaturstruktur mit
unterschiedlichen Kryo-XRD-Strukturen Konformationsa¨nderungen der Seitenketten
zu erkennen (Young et al. 2016). In PSII traten diese Konformationsa¨nderungen jedoch
nicht an den Kofaktoren der Elektronentransportkette auf.
Um Konformationsa¨nderungen wa¨hrend des Elektronentransports zu untersuchen,
wurden SFX-Strukturen im dunkeladaptierten und im belichteten Zustand gemessen.
Da reduktionsabha¨ngige Konformationsa¨nderungen von Seitenketten und Wasser-
moleku¨len zwischen den Kofaktoren A1 und FX erwartet wurden (Milanovsky et al.
2019), wurde die Belichtung so eingestellt, dass diese Kofaktoren reduziert wurden.
Der sa¨ttigende Lichtblitz erfolgte 100 ns vor der Messung der Struktur. Die Elektronen
werden hierbei zum gro¨ßten Teil u¨ber den A-Ast (etwa 70%, Makita und Hastings
2015) mit einer Halbwertszeit von 200 ns und zu einem geringeren Teil u¨ber den B-Ast
(30%) mit einer Halbwertszeit von 20 ns zum Eisen-Schwefel-Zentrum FX transferiert
(Kurashov et al. 2018, vgl. Abbildung 1.4). FX reduziert das Eisen-Schwefel-Zentrum
FA mit einer Halbwertszeit von weniger als 200 ns. Zum Zeitpunkt 100 ns ist somit anzu-
nehmen, dass sowohl FX als auch A1A partiell reduziert sind, wa¨hrend A1B sowie die
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Eisen-Schwefel-Zentren FA und FB vollsta¨ndig oxidiert sind. Tatsa¨chlich lag zu diesem
Zeitpunkt eine signifikante F o-F o isomorphe Differenzdichte an FX vor. Aktuell ist die
Auflo¨sung des belichteten Datensatzes noch zu gering (3,4 A˚), um die A¨nderung an FX
zu beschreiben oder um Wassermoleku¨le zu identifizieren.
4.3.3 PsaK bindet assoziierte Proteine
In der Kristallstrukturanalyse ko¨nnen Atome, die an distalen Koordinaten der asym-
metrischen Einheit liegen, oft nicht analysiert werden. Aus diesem Grund sind von
der Untereinheit PsaK in der Kryo-XRD- und der SFX-Struktur nur Teile der beiden
Transmembranhelices gelo¨st worden. In meiner Arbeit konnte mit Hilfe der Kryo-
EM-Analyse die PSI-Untereinheit PsaK aus T. elongatus nahezu vollsta¨ndig gelo¨st
werden. Aus PSI-Strukturen anderer Organismen war die Untereinheit PsaK bereits
vollsta¨ndig charakterisiert. Sie besteht in allen Strukturen aus zwei Transmembranhe-
lices, die durch eine lange, cytoplasmatische (oder stromale) Proteinschleife verbunden
sind. Die Struktur dieser Schleife unterscheidet sich sehr. So interagiert sie im PSImono
der Pflanzen und Gru¨nalgen auf der distalen Seite von PsaK mit LHCI, wa¨hrend sie
auf der proximalen Seite an der Bindung von LHCII beteiligt ist (Pan et al. 2018).
Im PSImono der Rotalgen besteht die Schleife dagegen aus nur sechs Aminosa¨uren
und ist nicht an der Bindung weiterer Proteine beteiligt. Diese Schleife konnte in der
Kristallstruktur von PSI aus T. elongatus nicht gelo¨st werden. Erst 2018 gelang es diese
Schleife fu¨r ein cyanobakterielles PSItri in Synechocystis sp. zu lo¨sen (Malavath et al.
2018). Seit Oktober 2019 ist auch eine hochaufgelo¨ste Struktur fu¨r das cyanobakterielle
tetramere PSI aus Anabaena sp. (auch als Nostoc bekannt) mitsamt PsaK verfu¨gbar
(Zheng et al. 2019). Ebenso wurde im Jahr 2019 das PSItri von Synechocystis sp., das
unter Eisenmangel exprimiert wurde, gelo¨st (Toporik et al. 2019). Hierbei wurde ein
alternatives psaK -Gen, psaK2, exprimiert. Sowohl bei Synechocystis sp. als auch bei
Anabaena sp. handelt es sich um mesophile Cyanobakterien. Die cytoplasmatischen
Schleifen der beiden cyanobakteriellen Photosysteme enthalten hydrophobe, polare
und geladene Aminosa¨uren. Diese sind im Cytoplasma lokalisiert und ragen distal
aus dem PSItri heraus. In Anabaena sp. ragen drei Phenylalanine in die Membrane-
bene hinein, wa¨hrend in Synechocystis sp. vier Aminosa¨uren mitsamt Proteinru¨ckgrat
in die Membran eindringen und u¨ber hydrophobe Interaktionen mit der Helix von
PsaK sowie u¨ber eine β-Schleife stabilisiert werden. Auch die Schleife des PsaK aus
T. elongatus ragt distal aus dem PSItri heraus. Dieser Bereich (Aminosa¨uren 43 bis
51) entha¨lt im Gegensatz zu den beiden anderen cyanobakteriellen PSI ausschließlich
hydrophobe Aminosa¨uren und dringt vollsta¨ndig in die Membran ein. Die Schleife wird
durch eine Salzbru¨cke von Glu52 und dem helixsta¨ndigen Arg31 stabilisiert. Eine solche
Salzbru¨cke liegt auch in der Untereinheit PsaK und der homologen Untereinheit PsaG
des eukaryotischen PSImono vor. In den beiden anderen cyanobakteriellen Photosy-
stemen sind die dazu notwendigen Aminosa¨uren nicht gegeben. Die Funktion dieser
Schleife la¨sst sich an dem unter Eisenmangel exprimierten PSI erkennen. Neben der
alternativen PsaK-Untereinheit liegt in dieser Struktur auch ein Ring aus 18 Unterein-
heiten des Proteins IsiA (iron-stress-induced protein A) vor. IsiA ist ein Antennenpro-
tein mit 17 Chlorophyll a-Moleku¨len pro Untereinheit, das unter oxidativem Stress an
die Untereinheiten PsaA, PsaB, PsaF und PsaJ sowie an die cytoplasmatische Schleife
von PsaK bindet. Unter der Annahme, dass IsiA aus T. elongatus dieselbe Struktur
wie IsiA aus Synechocystis sp. hat (75 % Sequenzidentita¨t und 19 % konservative
Aminosa¨uren), kann die PsaK-Schleife trotz vera¨nderter Konformation ebenfalls dieses
Antennenprotein binden. Um zu kla¨ren, weshalb sich die PsaK-Schleife zwischen den
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Abbildung 4.4: Modell der Trimer-Trimer-Interaktion in der Thylakoidmembran von
T. elongatus. Das PSItri aus der Kryo-EM-Struktur (C3-Trimer) wurde in eine semikristal-
line, hexagonale Packung gelegt (links, Ansicht von der cytoplasmatischen Seite, basierend
auf Messungen von MacGregor-Chatwin et al. (2017)). Eine exemplarische Trimer-Trimer-
Kontaktstelle ist in der Membranebene dargestellt (rechts). PsaK (gelb), PsaF (orange)
und PsaJ (magenta), sowie die hydrophobe Schleife von PsaK (gru¨n), Glu52 (rot), Arg31
und Lys108 (blau) sind farblich hervorgehoben. Genaue Absta¨nde zwischen PsaK und PsaJF
ko¨nnen nicht angegeben werden, da sie aufgrund der geringen Auflo¨sung der AFM-Messungen
zwischen allen Trimeren signifikant abweichen. Die Abbildung wird in modifizierter Form in
Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht) vero¨ffentlicht.
beiden cyanobakteriellen PSI unterscheidet, lohnt es sich, weitere assoziierte Proteine
zu betrachten. Eine Assoziation, an der PsaK beteiligt sein kann, wurde mittels raster-
kraftmikroskopischen Messungen (AFM, atomic force microscopy) an Thylakoidmem-
branen gefunden (MacGregor-Chatwin et al. 2017). PSItri aus T. elongatus bildet in
der Membran semikristalline Bereiche aus, in denen jedes PSItri von sechs weiteren
PSI-Trimeren umgeben ist (Abbildung 4.4). An einer Interaktionsstelle ist PsaK in
ra¨umlicher Na¨he zu PsaJ und PsaF eines benachbarten PSItri. Hier kann die cyto-
plasmatische Schleife von PsaK unter die cytoplasmatischen Helices von PsaJ und
PsaF greifen und somit eine große Kontaktoberfla¨che ausbilden. In der cytoplasmati-
schen Helix von PsaF befindet sich Lys108, das keine Interaktionen mit benachbarten
Aminosa¨uren eingeht. Durch die Bindung befindet sich Lys108 von PsaF in ra¨umlicher
Na¨he zu Glu52 von PsaK und ko¨nnte somit die Bindung durch eine Salzbru¨cke weiter
stabilisieren. In der Evolution hat das PsaK aus T. elongatus demnach die Eigen-
schaft entwickelt, sowohl IsiA als auch benachbarte PSI-Trimere binden zu ko¨nnen.
Das PSItri aus Synechocystis sp. bildet unter Laborbedingungen keine solchen semi-
kristallinen Bereiche aus (MacGregor-Chatwin et al. 2017), weshalb die Schleife von
PsaK u¨ber eine andere Sequenz und eine andere Konformation verfu¨gt. Eine fehlende
Interaktion zwischen PsaK und PsaF bedeutet jedoch nicht, dass PSI-Trimere nicht
miteinander interagieren ko¨nnen. Synechocystis sp. bildet Membranbereiche aus, in
denen PSItri angereichert ist (Vermaas et al. 2008; MacGregor-Chatwin et al. 2017).
Auch andere Cyanobakterien wie Synechococcus sp. PCC 7002 und Prochlorococcus
sp. bilden semikristalline Bereiche aus, wobei sich die Packung von der in T. elongatus
unterscheiden kann (MacGregor-Chatwin et al. 2017; MacGregor-Chatwin et al. 2019).
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Abbildung 4.5: Absta¨nde der Chlorophylle von T. elongatus in einem theoretischen PSItri-
IsiA-Komplex. Chlorophylle des PSItri-IsiA-Komplexes aus Synechocystis sp. sind in orange
dargestellt (Kryo-EM-Struktur aus Toporik et al. 2019, PDB-Code: 6nwa), Chlorophylle des
PSItri-Monomers aus der elektronenmikroskopischen Analyse (Abschnitt 3.3.6) sind in blau
dargestellt. Die Abbildung wird in modifizierter Form in Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht)
vero¨ffentlicht.
Die PsaK-Schleife dieser beiden genannten Cyanobakterien entha¨lt hydrophile und
geladene Aminosa¨uren wie das PsaK aus Synechocystis sp.
4.3.4 Exzitonentransfer von Antennenproteinen zu PSI
In der Kryo-EM-Struktur und der SFX-Struktur konnten zusa¨tzliche Kofaktoren iden-
tifiziert werden, die nicht in der Kryo-XRD-Struktur (Jordan et al. 2001) vorlagen. An
der Untereinheit PsaF konnte in der Kryo-EM-Struktur eine planare EM-Dichte nach-
gewiesen werden. Dieser Dichte wurde ein neues Chlorophyll, CLA1304, zugeordnet.
Es ist parallel zu Tyrosin Tyr72 in einem Abstand von 4 A˚ lokalisiert. Tyr72 ist eine
hoch konservierte Seitenkette, deren Hydroxygruppe eine Wasserstoffbru¨cke mit dem
Proteinru¨ckgrat von Phe114 eingeht. Der Abstand von 4 A˚ weist auf eine Interaktion
durch pi-pi-Wechselwirkungen hin. Es sind keine weiteren Bindungen des Porphyrinrings
an das Protein zu erkennen, was fu¨r eine schwache Bindung des Chlorophylls spricht,
die sich in der schwachen EM-Dichte des Kofaktors widerspiegelt. Dieses Chlorophyll
ko¨nnte am Exzitonentransfer von assoziierten Proteinen zum PSItri beteiligt sein. In
der IsiA-PSItri-Kostruktur aus Synechocystis sp. wurde der Exzitonentransfer disku-
tiert (Toporik et al. 2019). In diesem Komplex wird das Licht von Chlorophyllen auf der
cytoplasmatischen Seite des Proteins IsiA absorbiert, als Exzitonen auf Chlorophylle
an der luminalen Seite u¨bertragen und von dort zum PSItri weitergeleitet. Hier sind
besonders die luminalen Chlorophylle 14 und 17 (CLAIsiA, 14, CLAIsiA, 17) hervorzu-
heben, welche einen Mg-Mg-Abstand von weniger als 20 A˚ zu Chlorophyllen des PSItri
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aufweisen. Da die Rate des Fo¨rster-Resonanzenergietransfers mit dem Abstand korre-
liert (proportional zu r–6), wird der Mg-Mg-Abstand genutzt, um die U¨bertragung
von Exzitonen abzuscha¨tzen, wobei als Daumenregel ein Abstand von weniger als 20 A˚
fu¨r eine U¨bertragung notwendig ist. Der geringste Mg-Mg-Abstand zwischen IsiA und
PSI ist mit 13,4 A˚ zwischen CLAIsiA, 17 und CLAPsaF, 1303 von PsaF zu finden (Abbil-
dung 4.5). CLAIsiA, 17 erha¨lt dazu seine Exzitonen vom cytoplasmatischen CLAIsiA, 8
des IsiA. Obwohl CLAPsaF, 1303 einen sehr geringen Abstand zu den Chlorophyllen
des IsiA aufweist, betra¨gt der geringste Mg-Mg-Abstand zu anderen Chlorophyllen
des PSItri 19,5 A˚ (Abstand aus der SFX-Struktur). CLAPsaF, 1304 grenzt auf der cyto-
plasmatischen Seite an CLAPsaF, 1303 an. Der Mg-Mg-Abstand zum cytoplasmatischen
CLAIsiA, 8 betra¨gt 12,6 A˚ und zum cytoplasmatischen CLAPsaF, 1301 15,4 A˚. Das in
dieser Arbeit detektierte CLAPsaF, 1304 ermo¨glicht somit einen zuzu¨glichen schnellen
Exzitonentransfer von IsiA zum Reaktionszentrum. Die Existenz zuzu¨glicher Exzito-
nentransferwege ist nicht ungewo¨hnlich; so ist CLAPsaB, 1233, das nicht in Synechocystis
sp. vorkommt, in einem theoretischen Abstand von 13,4 A˚ zu CLAIsiA, 14.
4.3.5 Asymmetrie im PSI-Trimer
In den Kristallstrukturen ist die asymmetrische Einheit des PSItri das PSItri-
Monomer. Die elektronenmikroskopische C1-Struktur, die ohne Symmetrieparameter
generiert wurde, weist geringe Unterschiede zwischen allen drei PSItri-Monomeren auf
(RMSD = 0,26 A˚). In Synechocystis sp. ist die asymmetrische Einheit der Kristall-
struktur das PSItri (Malavath et al. 2018, Auflo¨sung von 2,5 A˚). Auch dort unter-
scheiden sich die PSItri-Monomere um 0,28 A˚. Malavath et al. fiel auf, dass in den drei
Monomeren unterschiedliche Kofaktoren lokalisiert sind. An denselben Koordinaten
sind in den drei PSItri-Monomeren unterschiedliche Lipide und Carotinoide gebunden.
Sowohl in der Struktur von Jordan et al. (2001, Auflo¨sung von 2,5 A˚) als auch in
den Strukturen aus meiner Arbeit wurden die Carotinoide als β-Carotin modelliert.
Eine na¨here Unterscheidung unterschiedlicher Carotinoide war nicht mo¨glich. Dagegen
konnten die Lipide aufgrund ihrer deutlich unterschiedlichen hydrophilen Kopfgruppen
auch in T. elongatus unterschieden werden. Neben den klar definierten Lipiden waren
in den elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen von PSI aus T. elongatus viele
weitere la¨ngliche EM-Dichten in der hydrophoben Membranebene zu erkennen. Diese
konnten jedoch aufgrund der undefinierten hydrophilen Bereiche nicht identifiziert
werden. Die hydrophilen Ko¨pfe von Membranlipiden unterscheiden sich stark, wa¨hrend
deren hydrophoben Kohlenwasserstoffketten sehr a¨hnlich aufgebaut sind. Dies la¨sst
darauf schließen, dass auch in T. elongatus unterschiedliche Lipide an den drei PSItri-
Monomeren gebunden sind, wobei die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten zu deutli-
chen EM-Dichten aufsummiert werden, die unterschiedlichen hydrophilen Ko¨pfe jedoch
nicht.
4.3.6 Wassermoleku¨le in der PSI-Struktur
In der EM-Dichte der elektronenmikroskopischen Messungen konnten zuzu¨gliche
Dichten nachgewiesen werden, die als Wassermoleku¨le modelliert wurden
(Abschnitt 3.3.6). Die Modellierung von Wassermoleku¨len ist bereits bei einer
Auflo¨sung von 3,2 A˚ mo¨glich (Khoshouei et al. 2017b). In elektronenmikroskopischen
Strukturen ist es jedoch noch nicht u¨blich, Wassermoleku¨le zu modellieren. So
wurde selbst in der ku¨rzlich erschienenen PSI-Struktur aus Anabaena sp. mit einer
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Auflo¨sung von 2,37 A˚ (lokale Auflo¨sung bis 2,0 A˚) kein Wasser dargestellt. Dabei sind
Wassermoleku¨le, die in der Na¨he der ETC lokalisiert sind, sind u¨ber elektrostatische
Wechselwirkungen am Elektronentransport beteiligt (Karyagina et al. 2007). Die in
meiner Arbeit modellierten Wassermoleku¨le waren in zwei unterschiedlich erstellten
EM-Dichten vorhanden (C3-Dichte und PSItri-Monomer-Dichte) und blieben auch
wa¨hrend der Transformation der EM-Dichte in eine Ladungsdichte bestehen. Die
modellierten Wassermoleku¨le zeigten eine gute U¨bereinstimmung zu Wassermoleku¨len
aus der Kryo-XRD-Struktur (Jordan 2001). Wassermoleku¨le entlang der ETC, insbe-
sondere zwischen den Phyllochinonen A1 und dem Eisen-Schwefel-Zentrum FX, sind
hoch konserviert. Sie sind in der Kryo-XRD- und der Kryo-EM-Struktur von PSI aus
T. elongatus nahezu identisch lokalisiert und ko¨nnen selbst in pflanzlichem PSI nach-
gewiesen werden (Mazor et al. 2017). Abweichungen treten dagegen an den hydrophilen
Oberfla¨chen des Proteins auf. In der Kryo-XRD-Struktur liegen keine Wassermoleku¨le
an der Ferredoxinbindungsstelle vor, wa¨hrend diese Oberfla¨che in der Kryo-EM-
Struktur mit Wassermoleku¨len gesa¨ttigt ist (Abbildung 3.42 in Abschnitt 3.3.6).
Dies ist auf die unterschiedliche Ionensta¨rke und die unterschiedlichen pH-Werte
der beiden Messungen zuru¨ckzufu¨hren (Tabelle 4.2 in Abschnitt 4.3.1). In der
PSI-Struktur aus Synechocystis sp., die mit 50 mM Essigsa¨ure und 100 mM MgCl2 bei
pH 6,2 kristallisierte, ist die Ferredoxinbindungsstelle ebenfalls mit Wassermoleku¨len
und Acetatmoleku¨len gesa¨ttigt. Selbst bei der Kristallisation desselben Proteins
fu¨hren unterschiedliche Pufferzusammensetzungen zu abweichenden Positionen der
gebundenen Wassermoleku¨le (Sanishvili et al. 1995).
Kapitel 5
Ausblick
Obwohl bereits 2002 Kokristalle aus PSI mit seinem Elektronenakzeptor Ferredoxin
hergestellt werden konnten, gelang es erst 2018, eine Kostruktur der beiden Proteine
mit einer Auflo¨sung von 4,3 A˚ zu generieren (Fromme et al. 2002; Kubota-Kawai et al.
2018). Der lange Zeitraum verdeutlicht, wie schwierig es ist, Kostrukturen aus Super-
komplexen mit lo¨slichen Redoxmediatoren aufzukla¨ren. In meiner Arbeit analysierte
ich die Bindung des nativen Elektronendonors Cyt c6 und des nicht nativen Elek-
tronendonors Cyt cHH an PSI. Durch theoretische Bindungsanalysen gelang es mir,
Komplexe zwischen PSI und den beiden Cytochromen zu charakterisieren. Der theo-
retische Komplex aus PSI und Cyt c6 stimmt mit der Kostruktur eines homologen
Proteins u¨berein (Axelrod et al. 2002). Die Bindung des Cyt c6 an PSI wurde u¨ber
3-D-Klassifikationen in einer kryoelektronenmikroskopischen Analyse verifiziert und es
konnten erfolgreich Kokristalle aus PSI und Cyt cHH hergestellt werden. Die in meiner
Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und generierten Protokolle dienen als Grundlage fu¨r
weitere Untersuchungen von Kostrukturen.
Der Komplex aus Cyt cHH oder Cyt c6 und PSI la¨sst sich fu¨r biotechnologische Anwen-
dungen nutzen (Kargul et al. 2012). Da sich Cyt c6 nach erfolgtem Elektronentransfer
von PSI lo¨st, muss der Komplex stabilisiert werden. Eine solche Stabilisierung erfolgte
bereits fu¨r einen Komplex aus Cyt c6, PSI und Hydrogenase mit Hilfe des Quer-
vernetzers EDC und des Dithiol-Linkers 1,6-Hexandithiol (Lubner et al. 2011). Trotz
Quervernetzung von Cyt c6 mit PSItri gelang es in meiner Arbeit nicht den Komplex
im Elektronenmikroskop hochaufgelo¨st zu untersuchen. Es zeigte sich, dass Cyt c6
an unspezifischen Bindungsstellen gebunden vorlag. Um dies zu vermeiden, wa¨re es
mo¨glich, die theoretische Analyse des Komplexes um Protonierungswahrscheinlich-
keiten und Konformationsa¨nderungen der Seitenketten zu erweitern (Kieseritzky und
Knapp 2007). Hiermit ließen sich Pufferbedingungen identifizieren, unter denen die
Bindungsenergie unspezifischer Bindungsstellen geringer ist als die der spezifischen
Bindungsstelle. Auch ist es sinnvoll fu¨r die Kostrukturanalyse mittels Elektronenmi-
kroskopie einen hohen Cyt c6-Beladungsgrad zu erreichen. Durch die Verwendung von
PSImono statt PSItri kann sichergestellt werden, dass an jedem Reaktionszentrum ein
Cyt c6 gebunden vorliegt. Hierzu kann das in meiner Arbeit isolierte PSImono genutzt
werden, da dieses eine hohe Qualita¨t aufwies und bereits mit Kleinwinkelstreuung
charakterisiert werden konnte.
In nachfolgenden Projekten soll PSI mit Enzymen wie der Formiatdehydrogenase
(FDH) gekoppelt werden, um chemische Reaktionen durch Lichtenergie auf Elektro-
denoberfla¨chen zu realisieren. Es ist anzunehmen, dass beide gekoppelten Proteine sehr
flexibel aneinanderbinden. Die elektronenmikroskopische Analyse erwies sich in meiner
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Arbeit als geeignet, um flexible Bereiche wie die Untereinheit PsaK und zuzu¨gliche
Kofaktoren des PSI strukturell zu lo¨sen. Im Gegensatz zu Cyt c6 sind nachfolgende
Enzyme wie die FDH groß genug, um sie in den Mikrografen zu identifizieren und
sie korrekt zu orientieren, wodurch die Bindungsoberfla¨che strukturell gelo¨st werden
kann.
Die elektronenmikroskopische Analyse eignet sich fu¨r die Analyse statischen Prote-
inen. Um dagegen zu verstehen, wie die Proteinumgebung die Direktionalita¨t und
den hocheffizienten Ladungstrennungs- und Stabilisierungsprozess der ETC von PSI
steuert, ist eine zeitaufgelo¨ste Analyse struktureller Vera¨nderungen der Redoxkofak-
toren notwendig. Hierfu¨r kann der Elektronentransport mit der SFX-Methode durch
Belichtung eines Kristalls gemessen werden. Im Rahmen meiner Arbeit wurden SFX-
Strukturen von PSI bei Raumtemperatur gemessen. Dabei zeigte sich, dass Phe669
im B-Ast der ETC flexibel ist, was eine der Ursachen fu¨r die schnellere Kinetik des
B-Astes gegenu¨ber dem A-Ast darstellen ko¨nnte. Um diese Hypothese zu u¨berpru¨fen,
kann die strukturelle A¨nderung von Phe669 wa¨hrend der Reduktion des B-Astes an
einer XFEL-Strahlenquelle u¨berpru¨ft werden. Hierzu ist die Messung der Struktur 20 ns
nach Belichtung no¨tig. Ein Protokoll zur Produktion der hierfu¨r notwendigen Mikro-
kristalle wurde von mir entwickelt.
Die in meiner Arbeit erzielten Ergebnisse bilden die Grundlage fu¨r die nachfolgenden
Forschungsprojekte, die zur Entwicklung einer neuen Generation von Biophotoelek-
troden fu¨hren sollen. Die effiziente Umwandlung von Lichtenergie in biochemische
Rohstoffe ru¨ckt somit in greifbare Na¨he.
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Abbildung 1: Arbeitsschritte zum Erstellen der elektronenmikroskopischen Rekonstruk-
tionen. Fu¨r das PSItri-Monomer wurden zwei Rekonstruktionen erstellt, eine nach einer 3-D-
Klassifikation (Map 2D) und eine ohne vorangegangene 3-D-Klassifikation (Map 2D). Das in
meiner Arbeit beschriebene PSItri-Monomer basiert auf Map 3D. Mit Hilfe von Map 2D wurde
untersucht, ob durch die 3-D-Klassifizierung PSI-Partikel mit gebundenem Cyt c6 aussortiert
wurden (Abbildung 2 im Anhang). Die Abbildung wurde von Herrn A. Baumert und Dr. C.
Radon erstellt und in Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht) vero¨ffentlicht.
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Abbildung 2: Fokussierte 3-D-Klassifizierung zur Identifikation von gebundenen Cyt c6-
Proteinen. Theoretisches Modell des PSI mit gebundenem Cyt c6 (a), vier Masken auf der
lumenalen und cytoplasmatischen Seite des PSI (b) und EM-Klassen bei 5σ (grau) bzw. 20σ
(gelb, c-h). Die Klassifizierungen basieren auf den Rekonstruktionen zu Map 3D (c-f, siehe
Abbildung 1 im Anhang) und Map 2D (g,h). Die Abbildung wurde von Herrn A. Baumert
und Dr. C. Radon erstellt und in Ko¨lsch et al. (2020, eingereicht) vero¨ffentlicht.
Ich hatte eine scho¨ne Zeit.
Ihr habt es zu einer scho¨nen Zeit gemacht.
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